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 凡例 
 
ABC avidin - biotinylated peroxidase complex 
ALP アルカリフォスファターゼ  
α-SMA α-smooth muscle actin 
Cb 軟骨芽細胞型 
CK cytokeratin 
CS 軟骨肉腫 
DAB 0.05%3,3 – diaminobenzidine in PBS, 0.01%H2O2 
EMT 上皮間葉転換 
Ep 上皮型 
Fb 線維芽細胞型 
FS 線維肉腫 
Gc 巨細胞型 
GFAP glial fibrillary acidic protein 
HE ヘマトキシリン・エオシン  
HS 血管肉腫 
IHC 免疫組織化学 
MET 間葉上皮転換 
My 粘液型 
NF neurofilament 
Ob 骨芽細胞型 
OS 骨肉腫 
OSA 四肢骨原発骨肉腫  
OSH 頭部骨原発骨肉腫  
PBS カルシウム、マグネシウム不含 0.01M リン酸緩衝食塩水  
 Pd 未分化型 
PNET 原始神経外胚葉腫瘍  
Rc 円形細胞型 
Te 血管拡張型 
WHO 世界保健機関 
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緒言  
 
 骨肉腫（OS）はイヌの骨原発骨腫瘍において最も発生頻度が高い悪性腫瘍で
あり，悪性骨腫瘍の約 80%を占める[12–14, 24, 66, 76, 80, 92]．イヌの骨原発
OS の多くは中齢〜高齢で発生し中央値は 7.5〜8 歳であるが，2 歳以下の若齢
犬にもまれに認められる[24, 66, 80, 92, 121]．ボクサー，グレート・デーン，
セント・バーナード，ジャーマン・シェパード，アイリッシュ・セッター，ゴ
ールデン・レトリバーなどの大型犬あるいは超大型犬に多く発生し，特に体重
および体高の増加が重要な発生要因の一つであることが知られている [11–13, 
24, 28, 66, 75, 100, 114, 119, 121, 122, 129]．イヌの四肢骨原発骨肉腫（OSA）
において，雄の発生率は雌よりも多いという報告があるが[13, 24, 75, 121]，頭
部骨原発骨肉腫（OSH）を含めた性差に関する報告はなされていない．  
 イヌの骨原発 OS は，日常生活で最も負荷を受ける四肢，特に前肢の長骨に
好発し，骨折治癒部位や内固定装置に関連して発生し [76, 119, 122]，骨梗塞
を伴って生じることも報告されている[29, 66, 96, 119]．また OS は骨髄腔から
発生し，外方へ浸潤しながら皮質骨を破壊して骨膜を損傷すると考えられてお
り，頭部や脊椎，肋骨などの体軸骨格においても発生が認められる[13, 24, 42, 
80, 121]．生物学的動態はヒトの骨原発 OS と類似しており，強い局所浸潤に
よる激しい疼痛，腫脹や病的骨折などを伴う[10, 13, 66]．また血行性の肺転移
病変が高頻度に認められ，他臓器への遠隔転移もまれに発生し，脊椎や肋骨，
長骨，骨盤，胸骨などへの骨転移が報告されている[24, 66, 76]．またイヌの骨
原発 OS のわずか 5%にリンパ節転移が認められたという報告があるが，OS が
リンパ節転移を伴うことはまれである[44]．さらに OSH や OSA の原発骨の違
いによる予後の相違が報告されているが[36, 42, 70, 121]，現在までに OSH と
OSA の組織学的形態に関して比較検討した報告はない．  
 イヌの骨原発 OS は強い組織多様性を伴う悪性腫瘍であり，腫瘍性骨芽細胞
による類骨あるいは骨組織の形成の有無が組織学的な診断基準とされている
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[66, 109, 119, 121]．動物の世界保健機関（WHO）分類において，OS は組織
学的形態および基質の種類や量から，骨芽細胞型（Osteoblastic；Ob），軟骨
芽細胞型（Chondroblastic；Cb），線維芽細胞型（Fibroblastic；Fb），血管拡
張型（Telangiectatic；Te），未分化型（Poorly differentiated；Pd），巨細胞型
（Giant cell type；Gc）の 6 種類の組織型に区分され，これら複数の組織型は
同一腫瘍組織内に混在して認められることが多い[66, 109, 121]（表 1）．ヒト
の骨原発 OS は，イヌと同様に多彩な組織学的形態を示し，WHO 分類により
通常型，Te，小細胞型，骨内低悪性度型に区分され[51, 85, 98]，通常型はさ
らに Ob，Cb，Fb，上皮型（Epithelioid；Ep）などの 8 種類の組織型に細区
分されている[98]（表 2）． 
 一般的に，腫瘍細胞の多くは発生母組織の形態学的特徴を保持しており，そ
の分化傾向を同定することにより，確定診断することが可能となる．細胞骨格
は，細胞を内部から構造的に支持することで細胞形態を特徴づけており，様々
な細胞骨格に対する一次抗体を用いた免疫組織化学（IHC）による検索は，腫
瘍診断において有用なツールであり，腫瘍組織における細胞骨格の局在を明ら
かにすることは，腫瘍の発生母組織の起源を知る手掛かりとなる [33, 87]．イヌ
の骨原発 OS と同様に組織多様性を示すヒトの骨原発 OS において，中間径フ
ィラメントの発現性に関する IHC の研究が報告されている[39]． 
 組織学的悪性度分類は，イヌの様々な腫瘍の生物学的性状を予測するツール
として利用されており，イヌの骨原発 OS においても予後との関連性が報告さ
れており[30]，75%以上の OS は核異型性，核分裂像，壊死所見が強く観察さ
れ，予後は悪い[56, 76]． 
 組織学的形態に基づいた細胞骨格に関する IHC の特徴を把握することは，イ
ヌの骨原発 OS のように強い組織多様性を示す腫瘍の形態学的な分類を行う上
でも重要である．しかしながら，現在までにイヌの骨原発 OS の組織学的な多
様性に基づいた細胞骨格の発現性を IHC で評価した研究は報告されていない．
またイヌの骨原発 OS は軟骨肉腫（CS），線維肉腫（FS），血管肉腫（HS）な
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どの他の骨原発腫瘍や反応性骨病変との鑑別が困難である場合が多く[24, 66, 
76]，詳細な組織学的検索および IHC による検索を行うことは，的確な腫瘍診
断を行う上で重要であると考えられる．本研究では，イヌの骨原発 OS の組織
多様性を把握するための基礎的研究のため，発生部位別に組織学的検索および
IHC による検索を行った．また，OS の組織多様性や発生部位と予後との関連
性を明らかにするため，以下の項目について検索を行った．  
 まず第 1 章では，イヌの OSH および OSA に関して，その組織多様性を把握
し，組織学的形態をもとに組織型分類を実施し，OSH と OSA の組織学的形態
を比較した． 
 第 2 章では，イヌの OSH および OSA に関して，腫瘍診断で汎用されている
細胞骨格に対する各種一次抗体を用いて，第 1 章で検索した各組織型における
IHC の特徴を明らかにし，OSH と OSA における細胞骨格の発現性を比較した． 
 第 3 章では，イヌの OSH および OSA に関して，組織学的悪性度の指標とな
る組織学的形態と生存データの関連性を評価し，組織学的悪性度評価法ならび
に組織型分類法の予後因子としての有用性を検討するとともに，OSH および
OSA の生存データを比較した． 
 以上の研究を通して，イヌの骨原発 OS における組織多様性に関連する細胞
骨格の IHC の特徴を把握し，発生部位による違いを明らかにするとともに，組
織学的分類法の予後的意義について考察した．  
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表 1．WHO による動物の骨腫瘍の組織学的分類（抜粋）[109] 
 
Ⅰ．BENIGN TUMORS 
  A. Osteoma 
  B. Ossifying fibroma 
  C. Myxoma of the jaw 
  D. Osteochondroma 
  E. Feline osteochondromatosis 
  F. Chondroma 
  G. Hemangioma 
 
Ⅱ．MALIGNANT TUMORS 
  A. Central 
    1. Osteosarcoma 
      a. Poorly differentiated 
      b. Osteoblastic 
        -nonproductive 
        -productive 
      c. Chondroblastic 
      d. Fibroblastic 
      e. Telangiectatic 
      f. Giant cell type 
    2. Chondrosarcoma 
    3. Fibrosarcoma 
    4. Hemangiosarcoma 
    5. Giant cell tumor of bone 
    6. Multilobular tumor of bone 
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表 2．WHO によるヒトの骨腫瘍の組織学的分類（抜粋）[51, 85, 98] 
 
Ⅰ．Osteogenic tumors 
  A. Osteoma 
  B. Osteoid osteoma 
  C. Osteoblastoma 
  D. Low-grade central osteosarcoma 
  E. Conventional osteosarcoma 
    1. Osteoblastic 
    2. Chondroblastic 
    3. Fibroblastic 
    4. Giant cell rich 
    5. Osteblastoma-like 
    6. Epithelioid 
    7. Clear cell  
    8. Chodroblastoma-like 
  F. Telangiectatic osteosarcoma 
  G. Small cell osteosarcoma 
  H. Parosteal osteosarcoma 
  I. Periosteal osteosarcoma 
  J. High-grade surface osteosarcoma 
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第 1 章 
 
 
イヌの頭部および四肢骨原発骨肉腫における  
組織型分類 
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1-1 序文 
 
 イヌの骨原発 OS は，骨原発腫瘍の中で最も発生頻度が高い悪性腫瘍で，約
75％は最も負荷を受ける四肢の長骨に発生し，発生率は体軸骨格の OS の 3〜4
倍である[13, 24, 42, 66, 80, 119, 121]．また OSA は長骨の骨幹端部に発生し，
後肢より前肢に 2 倍多く発生が認められ[24, 58, 66, 119, 121]，前肢では上腕
骨近位，尺骨遠位，橈骨遠位が，後肢では大腿骨遠位，脛骨近位，脛骨遠位が
好発部位である[13, 24, 58, 66, 76, 80, 121]．一方，イヌの骨原発 OS の 20〜
25％は体軸骨格に発生し，その中の約 50%は頭部骨組織，残りの 50％は肋骨
や脊椎，骨盤骨などを原発骨として発生する[13, 21, 38, 61, 63, 100]．OSH は
下顎骨で最も発生が多く，上顎骨，頭蓋骨，鼻腔内，副鼻腔内での発生が散発
的に報告されている[24, 42, 76, 121]． 
 イヌの骨原発 OS の年齢の中央値は 8 才（範囲：8 ヶ月〜13 才）であるが，
超大型犬はより若齢で罹患する傾向にある[76, 100]．性別と発生率との関連性
は報告されていないが，去勢あるいは避妊されたイヌは無処置のイヌに比べて
発症のリスクが 2 倍になるという報告がある[13, 75, 100, 111]．またセント・
バーナードの遺伝性の OS の発生が報告されており，アイリッシュ・ウルフハ
ウンド，セント・バーナード，グレート・デーンにおいても高い発症リスクが
確認されている[76, 100, 119]． 
 イヌの骨原発 OS の組織学的な診断基準は，腫瘍性骨芽細胞による類骨ある
いは骨組織の形成の有無とされているが[66, 109, 119, 121]，その組織学的形態
は多様性に富んでいる．動物の WHO 分類において，イヌの骨原発 OS は組織
学的形態や基質の種類あるいは量から，Ob，Cb，Fb，Te，Pd，Gc の 6 つの
組織型に区分され，同一腫瘍組織内に複数の組織型が混在して認められること
が多い[66, 109, 121]．時にこれらの組織型は他の骨原発腫瘍と類似した組織学
的形態を示し，わずかな生検材料では CS や FS，HS などとの鑑別が困難であ
るため，組織診断の際には注意が必要である[24, 66, 76]． 
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 発生学的に頭部骨組織は中胚葉由来の四肢骨組織とは異なる外胚葉神経堤細
胞由来であり，OSH と OSA は発生学的な起源が異なっている[20]．また，臨
床的に OSH と OSA の生物学的動態が異なるという報告がいくつかなされてい
る[36, 42, 70, 121]．本章では，発生学的由来の違いと組織学的形態の関連性を
検討するために，イヌの OSH84 症例および OSA141 症例について，その組織
多様性を把握し組織型分類を行い，OSH と OSA の間で組織学的形態を比較し
て，発生部位によるイヌの骨原発 OS の組織学的形態の違いを明らかにした． 
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1-2 材料と方法 
 
1-2-1 供試材料 
 材料には，酪農学園大学獣医学部獣医病理学教室において病理解剖学的検索
によって得られた腫瘍組織ならびに病理組織診断のため本学獣医病理学教室あ
るいは病理組織検査所へ送付された腫瘍組織，OSH84 例および OSA141 例，
計 225 例の組織を 10％ホルマリン緩衝液で固定，アルコール脱水後パラフィ
ン包埋した．また標本に骨組織を含む場合，10％蟻酸を用いて脱灰した．さら
に，4μm で薄切し，ヘマトキシリン・エオシン（HE）染色を施した． 
 
1-2-2 組織型分類 
 動物の WHO 分類に基づいて，腫瘍組織を Ob，Cb，Fb，Te，Pd，Gc の 6
つの組織型に分類した．WHO 分類の組織型にあてはまらない組織学的形態を
示すものを，新たに粘液型（Myxoid；My），円形細胞型（Round cell；Rc），
上皮型（Epithelioid；Ep）として 3 つの組織型に分類した．さらに，腫瘍組織
が単一の組織型で構成されているものを単純型，同一腫瘍組織内に複数の組織
型が混在するものを複合型として区分した．  
 
1–2–3 統計学的分析法 
 本研究では，OSH および OSA の各組織型の割合に有意な差があるか，マン・
ホイットニー検定を用いて統計学的に分析した．P 値が目的とする危険率
0.05％以下のとき，帰無仮説は棄却した．  
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1-3 結果 
 
1-3-1 臨床データ 
 本研究の症例において，平均年齢は OSH で 10.5 才（範囲，1〜18 才），OSA
で 9.4 才（範囲，1〜17 才）であった．性別は，OSH で雄：雌が 1：1（雄 42：
雌 42），OSA で雄：雌が 1：1（雄 72：雌 69）となり性差は認められなかった．
36 種類の犬種が確認され，OSH は雑種（30 症例），ラブラドール・レトリバ
ー（11 症例），ゴールデン・レトリバー（10 症例）で多く発生し，OSA も同様
に雑種（32 症例），ゴールデン・レトリバー（31 症例），ラブラドール・レト
リバー（15 症例）で多く認められた（表 3）．また発生部位において，OSH は
下顎骨（38 症例），上顎骨（11 症例）で多く発生し，OSA は上腕骨（30 症例），
大腿骨（26 症例），肩甲骨（12 症例）で多く認められた（表 4）． 
 
表 3．イヌの OSH および OSA の犬種  
犬種 OSH OSA 
雑種 30 32 
ラブラドール・レトリバー 11 15 
ゴールデン・レトリバー 10 31 
シーズー 5 2 
シベリアン・ハスキー 4 1 
フラットコート・レトリバー 3 2 
パグ 3 1 
柴犬 2 4 
ウェルシュ・コーギー 2 3 
シェットランド・シープ・ドッグ 2 2 
ヨーキー 2 1 
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パピオン 2 1 
北海道犬 2 0 
マルチーズ 2 0 
プードル 1 0 
ポメラニアン 1 0 
ビーグル 1 0 
ベルジアンター・ビュレン 1 0 
ボストン・テリア 1 0 
トイ・プードル 1 0 
エアデール・テリア 1 0 
秋田犬 0 10 
グレート・ピレネーズ 0 8 
ボルゾイ 0 6 
ミニチュア・シュナウザー 0 4 
バーニーズ 0 3 
セント・バーナード 0 2 
ポインター 0 2 
アラスカン・マラミュート 0 1 
イングリッシュ・ポインター 0 1 
ブルドッグ 0 1 
四国犬 0 1 
チワワ 0 1 
カフカス 0 1 
ジャーマン・シェパード 0 1 
アイリッシュ・セッター 0 1 
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表 4．イヌの OSH および OSA の発生部位  
OSH（n＝84） 
OSA（n＝141） 
前肢 (n＝87) 後肢(n＝54) 
上顎骨 11 肩甲骨 12 大腿骨 26 
下顎骨 38 上腕骨 30 脛骨 5 
鼻骨 3 尺骨 4 腓骨 1 
頬骨 2 橈骨 10 足根骨 2 
不明 30 手根骨 3 指骨 1 
  
指骨 6 不明 19 
  
不明 22 
  
 
1-3-2 組織型分類 
 OSH および OSA において，動物の WHO 分類に含まれる Ob，Cb，Fb，Te，
Pd，Gc の 6 種類の組織型が観察された．また OSH において，My，Rc，Ep
の 3 種類の組織型が，OSA においては My，Rc の 2 種類の組織型が新たに観
察された．組織型の割合において，Ob が最も高頻度に認められ，続いて Cb，
Fb，Te が多く観察された（表 5）．また OSH の 44％（37/84），OSA の 49％
（69/141）の腫瘍組織は単一の組織型で構成される単純型に区分され，OSH の
56%（47/84），OSA の 51％（72/141）の腫瘍組織は複数の組織型が同一腫瘍
組織内に混在する複合型に区分された．すべての Gc は他の組織型，特に Ob
に混在して観察された．OSH および OSA で観察された各組織型の組織学的形
態は類似していた（表 6）． 
 
骨芽細胞型（Ob） 
 多角形〜紡錘形で多形性を示す腫瘍性骨芽細胞が，シート状に増殖していた．
腫瘍細胞は核小体明瞭な類円形核，比較的広い好酸性細胞質を有していた．核
分裂像が観察された（高倍率で 3〜5 個）．腫瘍細胞間に類骨の産生あるいは幼
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若骨梁の形成が観察された．類骨の量は様々で石灰沈着を伴っていた（図 1）． 
 
軟骨芽細胞型（Cb） 
 Ob に類似した多角形〜紡錘形で多形性を示す腫瘍細胞が，シート状に増殖
していた．腫瘍細胞は核小体明瞭あるいはクロマチンに濃染する類円形核，好
酸性細胞質を有していた．核分裂像が観察された（高倍率で 3〜5 個）．腫瘍細
胞による軟骨基質の産生および成熟した軟骨組織の形成が観察された（図 2）．  
 
線維芽細胞型（Fb） 
 短紡錘形〜長紡錘形の腫瘍細胞は，核小体明瞭な楕円形〜紡錘形核を有し，
束状あるいは波状に不規則に交錯しながら増殖していた．核分裂像が散見され
た（高倍率で 1〜3 個）．類骨の産生あるいは骨梁の形成はほとんど観察されず，
腫瘍細胞間に種々の量の膠原線維が観察された（図 3）． 
 
血管拡張型（Te）  
 Ob に類似した類円形〜多角形の腫瘍細胞で内張りされた血液成分を含む大
小の嚢胞の形成が，多数観察された．腫瘍細胞は核小体明瞭な類円形核を有し，
核分裂像が散見された（高倍率で 1〜3 個）．嚢胞周囲において，腫瘍細胞によ
る石灰化を伴った類骨の産生が観察された．嚢胞内腔に剥離した腫瘍細胞が孤
在性に遊離していた（図 4）． 
 
未分化型（Pd） 
 紡錘形〜多角形で強い多形性を示す腫瘍細胞が，密に配列しながらシート状
に増殖していた．腫瘍細胞は複数の明瞭な核小体を有する大小不整核あるいは
クロマチンに濃染する異型性核，好酸性細胞質を有していた．核分裂像が多数
観察された（高倍率で 5〜７個）．腫瘍細胞間の一部でわずかな類骨の産生が観
察された（図 5）．  
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巨細胞型（Gc） 
 数〜十数個の核を有する多核巨細胞の集簇巣が散在性に観察された．Gc は主
に Ob の腫瘍組織に混在して認められ，多核巨細胞の出現領域は腫瘍性骨組織
の形成領域と関連性はなかった．多核巨細胞の核に明瞭な核小体などの異型性
は認められなかった（図 6）． 
 
粘液型（My）  
 紡錘形の腫瘍細胞は，クロマチンに濃染する楕円形〜紡錘形核，好酸性細胞
質を有しており，粗に間隔をあけながらランダムに配列していた．核分裂像は
ほとんど観察されなかった．腫瘍細胞間に豊富な粘液産生を伴っていた．腫瘍
間質に毛細血管の新生が観察された（図 7）． 
 
円形細胞型（Rc） 
 小型円形の腫瘍細胞は，核小体明瞭あるいはクロマチンに濃染する類円形核，
狭小な好塩基性細胞質を有し，シート状に配列していた．核分裂像はほとんど
観察されなかった．腫瘍細胞間にレース状の類骨の産生が観察された（図 8）． 
 
上皮型（Ep） 
 類円形〜多角形で上皮細胞様形態を示す腫瘍細胞は，核小体明瞭な大型円形
核，好酸性豊富な細胞質を有し，シート状あるいは敷石状に配列していた．核
分裂像が散見された（高倍率で 1〜3 個）．腫瘍細胞間に石灰沈着を伴ったわず
かな類骨の産生が観察された（図 9）． 
 
複合型  
 複合型の腫瘍組織の主体は Ob によって構成され，その腫瘍組織内に異なる
組織学的形態を示す他の組織型が混在していた．最も多く観察されたのは，Ob
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＋Cb，Ob＋Fb，Ob＋Te の複合型で，Ob＋Cb の複合型では，類似した細胞形
態を示す腫瘍細胞が骨組織あるいは軟骨組織を形成していた（図 10）．Ob＋Fb
の複合型では，Ob の腫瘍性骨芽細胞の紡錘形細胞への移行像が認められた（図
11，14，15）．Ob＋Te では，Ob と同様の細胞形態を示す腫瘍細胞による血液
成分を含んだ大小の嚢胞形成が観察された（図 12，14）．Ob＋My の複合型で
は，Fb と同様に両組織型の移行像が観察され，豊富な粘液産生を伴っていた（図
13）．また Cb＋My の複合型では，My の粘液産生に連続して軟骨組織の形成
を伴う Cb の腫瘍組織の増殖が観察された．Ob＋Ep の複合型では，両組織型
の境界は不明瞭で，Ep における類骨の産生はほとんど観察されなかった．Pd
および Rc の腫瘍組織は，他の組織型と混在することは少なかった． Gc は単
一で腫瘍組織を構成することはなく，常に他の組織型，特に Ob に混在して散
在性に観察された．複合型では 2 種類から多いものでは 4 種類の組織型が混在
しており，各組織型の腫瘍組織は連続して増殖していた．  
 
1–3–3 統計学的分析結果 
 本研究において，Ep は OSH のみで観察され，Ep 以外の組織型の割合は，
OSH と OSA の間で有意な差は認められなかった（P＞0.05％）． 
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表 5．イヌの OSH および OSA の組織型の割合（％）  
組織型 OSH OSA 
Ob 77（65/84） 79（112/141） 
Cb 24（20/84） 19（27/141） 
Fb 29（24/84） 24（34/141） 
Te 25（21/84） 25（35/141） 
Pd 12（10/84） 11（15/141） 
Gc 25（21/84） 13（18/141） 
My 7（6/84） 4（5/141） 
Rc 8（7/84） 7（10/141） 
Ep 6（5/84） 0（0/141） 
 
表 6．イヌの OSH および OSA の組織型分類  
   組織型 
OSH OSA 
（n＝84） （n＝141） 
単純型 
Ob 22 51 
Cb 1 1 
Fb 1 3 
Te 2 3 
Pd 3 3 
My 1 1 
Rc 6 7 
Ep 1 0 
 
複合型 
 
Ob＋Cb 7 11 
Ob＋Fb  7 13 
Ob＋Te  7 15 
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複合型 
Ob＋Pd  1 1 
Cb＋Fb  0 1 
Cb＋Pd  0 1 
Fb＋Te  0 1 
Te＋Pd  2 7 
Ob＋Cb＋Fb 6 6 
Ob＋Cb＋Te  2 3 
Ob＋Cb＋Ep  1 0 
Ob＋Cb＋My  0 2 
Ob＋Fb＋Te  1 3 
Ob＋Fb＋Pd  1 2 
Ob＋Fb＋My  1 0 
Ob＋Fb＋Rc  0 1 
Ob＋Fb＋Ep  1 0 
Ob＋Te＋My  1 0 
Ob＋Te＋Rc  1 1 
Ob＋Te＋Ep  2 0 
Cb＋Fb＋My  1 1 
Fb＋Te＋Pd  2 0 
Fb＋Te＋Rc  0 1 
Ob＋Cb＋Fb＋Te  1 1 
Ob＋Cb＋Fb＋My  1 0 
Ob＋Fb＋Pd＋My  1 1 
Gc 21 18 
Gc はすべて他の組織型に混在して観察されたため，別の項目として記載した． 
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図 1：Ob の HE 染色．腫瘍細胞間に石灰沈着を伴う類骨の産生（矢印）が観察
される．Bar=100μm． 
図 2：Cb の HE 染色．腫瘍細胞による軟骨組織の形成（矢印）が観察される．
Bar=100μm． 
図 3：Fb の HE 染色．紡錘形腫瘍細胞が不規則に交錯しながら束状に配列して
いる．Bar=100μm． 
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図 4：Te の HE 染色．腫瘍細胞に内張りされた血液成分を含む多数の嚢胞（矢
印）が観察される．Bar=200μm． 
図 5：Pd の HE 染色．強い異型性を示す核小体明瞭な大型不整核を有する腫瘍
細胞がシート状に配列している．Bar=50μm． 
図 6：Gc の HE 染色．数〜十数個の核を有する多核巨細胞（矢印）の集簇巣が
観察される．Bar=100μm． 
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図 7：My の HE 染色．紡錘形の腫瘍細胞が粗に間隔をあけてランダムに配列
し，粘液の産生を伴っている． Bar=100μm． 
図 8：Rc の HE 染色．小型円形腫瘍細胞がシート状に配列し，レース状の類骨
の産生（矢印）が観察される．Bar=100μm． 
図 9：Ep の HE 染色．上皮細胞様腫瘍細胞がシート状あるいは敷石状に配列し
ている．Bar=100μm． 
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図 10：Ob＋Cb の複合型の HE 染色．多角形〜紡錘形の腫瘍細胞による類骨の
産生（矢印）および軟骨組織の形成（矢頭）が観察される．Bar=200μm． 
図 11：Ob＋Fb の複合型の HE 染色．腫瘍性骨芽細胞による類骨の産生（矢印）
および紡錘形細胞への移行像が観察される．Bar=200μm． 
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図 12：Ob＋Te の複合型の HE 染色．腫瘍性骨芽細胞による類骨の産生（矢印）
と嚢胞の形成が観察される．Bar=200μm． 
図 13：Ob＋My の複合型の HE 染色．腫瘍性骨芽細胞による骨梁の形成（矢印）
および紡錘形細胞への移行像が観察され，粘液産生（矢頭）を伴っている．
Bar=200μm． 
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図 14：Ob＋Fb＋Te＋Gc の複合型の HE 染色．腫瘍性骨芽細胞の類骨の産生（矢
印），嚢胞の形成（矢頭），紡錘形細胞への移行像が観察される．Bar=200μm． 
図 15：Ob＋Fb＋My＋Gc の複合型の HE 染色．腫瘍性骨芽細胞による類骨の
産生（矢印）および紡錘形細胞への移行像が観察され，粘液産生（矢頭）を伴
っている．Bar=200μm． 
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1–4 考察 
 
 臨床データにおいて，年齢，性別，犬種の種類は OSH と OSA の間で明らか
な違いは認められず，過去の研究と類似する結果となった[13, 36, 56 61, 70, 75, 
119, 121]．イヌの骨原発 OS の発生部位において，OSH：OSA が 1：1.68（84：
141 症例）で，過去の報告と比較して OSH での発生頻度が高い結果となり[13, 
24, 42, 121]，OSH は下顎骨での発生が最も多く，上顎骨の 3 倍以上となった．  
OSA の発生部位については，前肢：後肢の比が 1.61：1（87：54 症例）であ
り，過去の報告と比較して後肢での発生頻度が高く[24, 58, 121]，肩甲骨，上
腕骨，大腿骨での発生が多く認められ，尺骨や橈骨における発生は少ない結果
となった[13, 24, 42, 56, 58, 66, 75, 76, 80, 121]．本研究において，発生部位
の不明な症例も多く含んでおり，イヌの骨原発 OS の正確な局在を示していな
い可能性はあるが，OSH の下顎骨および OSA の肩甲骨における高い発生率は
新たな知見になりうると考えられた．  
 OSH と OSA の間において，Ep 以外の各組織型の割合に有意な違いは認め
られず，各組織型の組織学的形態は類似していた．Ep の腫瘍組織は，OSH の
みで認められ，OSA では観察されなかった．発生学的に，頭部骨組織は外胚葉
神経堤細胞由来であり，中胚葉由来の四肢骨組織とは起源が異なっている [20]．
神経堤細胞は，発生初期の神経管形成期に神経板の神経堤組織から上皮間葉転
換（EMT）により上皮から間葉に脱上皮化し，胚内の様々な部位に遊走し，頭
部骨軟骨組織の他，末梢神経，シュワン細胞，メラノサイト，副腎髄質細胞，
角膜や虹彩などさまざまな細胞種に分化する[20, 63]．Ep が OSH のみで認め
られたことには，OSH の母組織である頭部骨組織の発生学的な起源が上皮性の
神経堤細胞であることが関与していると考えられた．  
 今回，イヌの骨原発 OS において認められた WHO 分類で区分されている 6
種類の組織型の組織学的形態は，教科書的な記載と類似していた[109, 121]． 
 Ob は最も頻繁に観察され，Ob の単純型は他の単純型や複合型に比べて有意
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に多く認められた．この結果はイヌの骨原発 OS の診断基準である腫瘍性骨芽
細胞による類骨および骨組織の形成の有無に起因するものであり [109，121]，
Ob はイヌの骨原発 OS の基本的かつ典型的な組織学的形態であると考えられ
た．また，動物の WHO 分類（表 1）において，Ob は腫瘍性骨基質の量に応じ
て非産生性および産生性に細分類されており，非産生性 Ob は類骨の産生およ
び骨組織の形成を欠くものとして記載されている [109，121]．しかしながら，
本研究における Ob の類骨および骨組織の量は症例により様々であったが，腫
瘍細胞による類骨や骨組織の形成が認められないものは本研究材料から除外し
た．非産生性および産生性 Ob という細分類は，イヌの骨原発 OS の診断基準
と矛盾するものであり，区分する必要はないものと考えられた．  
 正常な骨端板軟骨において，骨の前駆体として軟骨の原型が利用される軟骨
内骨化により骨が長管骨の長軸方向へ形成され，その過程で骨芽細胞から軟骨
細胞が分化することが知られている[99]．本研究において，Cb は Ob に混在し
て認められることが多く，Cb の細胞形態は Ob のものと酷似していた．このこ
とから，Ob および Cb の腫瘍細胞は系統的に近縁な細胞であり，両者の複合型
は骨および軟骨組織両方の形成能を有する腫瘍細胞で構成されていると考えら
れた．また Cb は骨原発 CS との鑑別が困難となる場合が多い[109，121]．CS
においても骨組織の形成が認められるが，これは腫瘍性軟骨組織に連続する軟
骨内骨化によるもので，CS の腫瘍細胞による骨組織の形成は認められない  
[121]．両者の鑑別診断において，腫瘍細胞による類骨産生および骨組織形成の
所見を正確に見極めることが重要であると考えられた．  
 Fb は Ob に連続して認められることが多く，両者の増殖境界は不明瞭で組織
学的形態の移行像が観察された．また Fb 領域では類骨の産生や骨組織の形成
はほとんど観察されず，紡錘形細胞間に様々な量の膠原線維の産生を伴ってい
た．以上の所見から，Fb は Ob の腫瘍細胞が紡錘形細胞に形態を変化させたも
のであると考えられた．また Fb は骨原発 FS と鑑別されなければならないが，
骨原発 FS は OS と同様に骨髄の間葉系幹細胞由来で，その組織学的形態は酷
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似している[121]．Fb を FS と区別する上で重要なことは，腫瘍性骨芽細胞に
よる骨組織形成所見を確認し，Fb への組織学的形態の移行像を検索することで
あると考えられた．  
 Te は，比較的まれなイヌの骨原発 OS で，腫瘍性骨芽細胞による血液成分を
含んだ多数の嚢胞形成を特徴とし，嚢胞を内張りするのは血管内皮細胞ではな
く腫瘍細胞である[109，121]．嚢胞を形成する腫瘍細胞は，血管内皮細胞の特
異的マーカーである factorⅧを発現し[121]，超微形態学的検索により血管内皮
細胞の特徴である飲食胞，強い細胞間接着が確認されており [97]，Te の嚢胞構
造は腫瘍細胞が形成する血管構造であると考えられている [97, 121]．本研究で
観察された嚢胞を内張りする腫瘍細胞の細胞形態は，嚢胞周囲の中隔で類骨や
幼若骨梁を形成する Ob の腫瘍細胞と類似していたことから，血管内皮細胞の
性格を有する Ob の腫瘍細胞が血管構造を形成していると考えられた．また Te
は骨原発 HS との鑑別が困難であり，腫瘍細胞による類骨産生あるいは骨組織
形成の有無が両者の鑑別点とされている[5, 121]．HS は血管内皮への分化を示
す腫瘍細胞で構成されており，腫瘍細胞は紡錘形〜多角形で多形性を示し，形
成される脈管構造は細かい網目状で不完全である[121]．一方，本研究で認めら
れた Te の腫瘍細胞は，Ob に類似した類円形〜多角形で，血液成分を含む大型
で明瞭な嚢胞構造を形成し，HS の不明瞭な血管構造とは異なっていた．この
ような組織学的形態の違いから，Te と HS の鑑別診断が可能であると考えられ
た． 
 Pd は，骨髄間質の細網細胞に類似した小型細胞や大型で強い多形性を示す未
分化な腫瘍細胞の増殖が特徴であり，少なくともわずかな類骨の産生や骨梁の
形成を伴う組織型である[109，121]．本研究で認められた Pd は，大型不整形
で複数の核小体明瞭な大型異型性核を有する腫瘍細胞で構成され，類骨の産生
はわずかに認められる程度であった．また細網細胞に類似した小型細胞の増殖
は認められなかった．異型性が強く特徴的な組織学的形態が認められなかった
ことから，Pd はわずかな骨組織形成能を伴いながら，他の組織型への分化能を
  27 
獲得することなく，骨髄細胞が腫瘍化したものであると考えられた．   
 Gc は，イヌの骨原発 OS の腫瘍組織内に多核巨細胞の集簇巣が多数認められ
る組織型として，下位分類されている[109，121]．この多核巨細胞の由来は，
腫瘍性骨芽細胞が融合した巨細胞であるとするものや破骨細胞由来であるとす
るものまで諸説様々で，詳細な解明は未だされていない[90, 121]．本研究で認
められた Gc の多核巨細胞は，腫瘍性骨組織の形成部位と関連なく散在性に出
現し，他の組織型，特に Ob に混在して多く認められた．また破骨細胞様で，
数〜十数個の核に明らかな異型性は認められなかった．破骨細胞は単球系の造
血性幹細胞由来であり，様々なサイトカインやシグナルにより分化成熟し，骨
組織の吸収や修復，リモデリングに関わっている[99]．本研究で認められた多
核巨細胞の形態から，Gc の多核巨細胞は腫瘍性骨芽細胞由来ではなく，破骨細
胞由来であると思われたが，その出現機序や理由は不明であった．また，Gc
の多核巨細胞の核に明らかな異型性は認められず，Gc が OS の腫瘍細胞の特徴
的な組織学的形態を表す組織型であるとは言いがたいため，他の組織型と並列
して下位分類されるべきではないと考えられた．さらに，Gc は骨巨細胞腫瘍と
の鑑別が問題となる[109，121]．骨巨細胞腫瘍はイヌやネコで発生するまれな
腫瘍であり，破骨細胞に類似した多核巨細胞の増殖が主体で，多核巨細胞の核
と類似した核を有する単核細胞の増殖を伴い，腫瘍細胞による類骨の産生や骨
組織の形成は認められない[109，121]．両者の鑑別点は，多核巨細胞の増殖様
式，単核細胞の核の形態，腫瘍性骨組織の形成の有無とされている[109，121]．
本研究の Gc において，多核巨細胞の出現領域は限局性であり，積極的な増殖
所見や明らかな異型性は認められず，周囲の OS の腫瘍細胞は明らかな悪性所
見を示す異型性核を有していた．これらの組織学的形態から，Gc と骨巨細胞腫
瘍を区別するのは比較的容易であると考えられた．  
 イヌの骨原発 OS において，WHO 分類で区分されている 6 種類の組織型に
加えて，My，Rc，Ep の 3 種類の新たな組織型が認められた．これらの組織型
は，それぞれ腫瘍組織を特徴づける組織学的形態を示していた． 
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 ヒトの骨原発 OS において，粘液産生は Cb に伴って認められることが報告
されている[98]．本研究で観察された MyはCbに連続して認められる以外にも，
Ob，あるいは Fb の腫瘍組織に連続して認められるか，単独で腫瘍組織の主体
を構成していた．これらの所見から，My は Cb の組織所見の一つではなく，イ
ヌの骨原発 OS を特徴づける一つの組織型であり，Ob や Cb，Fb が組織学的形
態を変化させたものであると考えられた．また My の組織学的形態は，粘液肉
腫あるいは筋上皮細胞腫に類似しているが，腫瘍性骨組織の形成の有無から，
両者は鑑別可能であると考えられた．   
 Rc の腫瘍組織は，レース状の類骨産生を伴う小型円形腫瘍細胞のシート状増
殖で構成され，他の組織型とは明らかに異なる組織学的形態を示していた．ま
た，Rc の多くは他の組織型と複合することなく，単独で腫瘍組織を構成してい
た．ヒトの WHO 分類において，本研究で認められた Rc と類似した組織学的
形態を示す小細胞型 OS が区分されており，その組織学的形態は通常型 OS と
は異なっている[51]．またイヌの尺骨における小細胞型の骨原性 OS の発生が
報告されており，その組織学的形態は Rc のものと類似していた[32]．以上のこ
とから，Rc はイヌにおいてもヒトと同様に，他の組織型と並んで分類されるべ
き組織型であると考えられた．またヒトの骨組織において，小細胞型 OS と類
似した円形核を有する小型細胞のシート状増殖を特徴とする Ewing 肉腫がし
ばしば発生し，OS との鑑別が困難な場合がある[22]．Ewing 肉腫は神経外胚
葉由来の腫瘍で[16, 50]，神経由来の性質の特に強いものは原始神経外胚葉腫瘍
（primitive neuroectodermal tumour，PNET）と呼ばれている[16]．イヌに
おける PNET の発生はまれで，頭部骨組織を原発として散発的に認められる程
度であり，小型円形細胞のシート状増殖に加えて，偽ロゼット状配列，IHC 染
色，超微形態学的所見から確定診断されている[23, 53]．本研究の Rc において，
典型的な偽ロゼット状配列は認められなかったこと，OSH のみではなく OSA
でも認められたこと，類骨基質の産生を伴っていたことから，Rc の発生には
OSH の起源である神経外胚葉は関与しておらず，組織学的に PNET との鑑別
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は可能であると考えられた．  
 OSH で認められた Ep において，多角形で豊富な胞体を有する上皮様腫瘍細
胞がシート状に配列し，腫瘍組織の主体を成していた．医学領域では，上皮様
形態を示す骨原発 OS の報告は数多くなされており，腫瘍性骨組織形成を伴う
上皮様腫瘍細胞による胞巣状，管状構造が確認されている[17, 33, 54, 60, 82, 
84, 95]．またヒトの通常型 OS の下部分類として，Ep が区分されている[98]．
本研究で認められた Ep において，腫瘍細胞による典型的な胞巣構造や管状構
造の形成は認められなかったが，OS の腫瘍性骨芽細胞の細胞形態とは明らか
に異なる上皮様腫瘍細胞のシート状増殖が観察された．イヌの上皮様形態を示
す骨原発 OS は報告されていないが，Ep はイヌの骨原発 OS の新たな組織学的
形態として認識されるべき組織型であると考えられた．  
 本研究において，イヌの骨原発 OS は非常に強い組織多様性を示す腫瘍細胞
により構成され，全体の 54%は複合型に分類された．過去の研究において， 
Hammer らは Ob が 64％，複合型が 16%[36]，Kruse らは Ob が 74％，複合
型が 6％であった報告しており[61]，本研究の複合型の割合は過去の研究にお
ける複合型の割合よりも明らかに多い結果となった．最も多く認められた複合
型の組み合わせは，Ob＋Cb，Ob＋Fb，Ob＋Te で，Ob の腫瘍組織と Cb，Fb，
Te それぞれの腫瘍組織は連続して増殖しており，Ob がそれぞれの組織型へ組
織学的形態を変化させたもの考えられた．また My および Ep は，Ob や他の組
織型に混在して観察され，組織学的形態の移行像も認められた．一方，Rc の多
くは他の組織型と複合せずに，単一で腫瘍組織を構成していた．これらの所見
から，My および Ep は，Cb などと同じように Ob の組織学的形態変化による
表現型であると考えられ，Rc は発生段階から独自の組織学的形態を示す組織型
であると考えられた． 
 イヌの骨原発 OS は，典型的かつ基本的な組織型である Ob から Cb，Fb，Te
などの様々な表現型へ形態を変化させることにより，多様な組織学的形態を示
していることが明らかになった．イヌの骨原発 OS の腫瘍細胞は，骨髄の多能
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性間葉系幹細胞に由来しており[109, 121]，多能性間葉系幹細胞は骨芽細胞の
他に軟骨細胞，脂肪細胞，筋細胞などの様々な間葉系細胞に分化する能力を有
している．本研究結果から，イヌの骨原発 OS の組織多様性には，OS が骨髄
の間葉系幹細胞由来であることが関与していると考えられた．また新たに観察
された 3 種類の組織型はいずれも腫瘍組織を特徴づける組織学的形態を示し， 
WHO 分類の 6 種類の組織型に加えて区分されるべき組織型であると考えられ
た．さらに，イヌの骨原発 OS は，その組織多様性が強いがゆえに，骨原発の
CS，FS，HS などとの鑑別診断が困難な場合が多い[121]．しかしながら，OS
のそれぞれの組織型の組織学的形態を十分に理解し，詳細に検索することによ
り，より正確な鑑別診断が可能であると思われた． 
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1-5 小括 
 
 イヌの骨原発 OS において，組織多様性を把握し，組織学的形態に基づいて
組織型分類を行い，OSH と OSA の組織学的形態を比較した．イヌの骨原発
OS において，動物の WHO 分類で区分されている 6 種類の組織型に加えて，
新たに My，Rc，Ep の 3 種類の組織型が観察された．OS は非常に強い組織多
様性を示す腫瘍細胞により構成され，半数以上の症例で同一腫瘍組織内に複数
の組織型が観察された．また OSH と OSA の間で，Ep 以外の各組織型の割合
に有意な違いは認められず，各組織型の組織学的形態も類似していた． 
 本研究において，新たに認められた組織型は，それぞれの腫瘍組織を特徴づ
ける組織学的形態を示しており，すでに区分されている 6 種類の組織型に並ん
で分類されるべき組織型であると考えられた．またイヌの骨原発 OS の基本的
な組織型である Ob から様々な組織型へ形態を変化させることにより，発生部
位に関わりなく多彩な組織学的形態を示すことが明らかになった．さらにイヌ
の骨原発 OS の組織多様性は，OS の由来が骨髄の間葉系幹細胞であることが
関与していると考えられた．  
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第 2 章 
 
 
イヌの頭部および四肢骨原発骨肉腫における 
細胞骨格（中間径フィラメント）の免疫組織化学的評価 
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2-1 序文 
 
 細胞骨格は，微小管，中間径フィラメント，アクチンフィラメントで構成さ
れ，細胞内で複雑な網目状構造を形成し，細胞形態を保持していると考えられ
ており，その中でも中間径フィラメントは特定の細胞種に特異的な蛋白質で構
成されている[49, 68]．中間径フィラメントには cytokeratin（CK），vimentin，
desmin，glial fibrillary acidic protein（GFAP），neurofilament（NF）な
どがあり，中間径フィラメントに対する一次抗体を用いた IHC 染色は，有用な
腫瘍診断ツールの一つとして広く利用されている[33, 87]． 
 ヒトの骨原発 OS はイヌの骨原発 OS と同様に多彩な組織学的形態を示し，
骨腫瘍の WHO 分類において，通常型，Te，小細胞型，骨内低悪性度型に分類
され[51, 85, 98]，通常型はさらに，Ob，Cb，Fb，Gc，骨芽細胞腫様，Ep，
淡明細胞型，軟骨芽細胞様の 8 種類の組織型に区分されている（表 2）[98]．
ヒトの骨原発 OS において，osteocalcin，osteonectin などの OS 特異抗体を用
いた IHC 染色による腫瘍診断に関する研究が報告されており[98]，組織多様性
における α-smooth muscle actin（α-SMA），CK，vimentin，desmin，GFAP
などの一次抗体を用いた IHC 染色による細胞骨格の発現性に関する研究もな
されている[38]． 
 イヌの骨原発 OS はヒトと同様に高率に肺転移を伴う予後不良の悪性腫瘍で
あり，最近では予後診断マーカーとして p53，β-catenin，surviving，heat shock 
protein，epidermal growth factor receptor，COX-2 などの一次抗体を用いた
IHC 染色に関する研究が数多くなされている[7, 71, 72, 102, 105–107, 112]．
しかしながら，イヌの骨原発 OS の組織多様性に関する IHC の研究はなされて
おらず，組織型分類に基づいた細胞骨格の発現性に関する研究は報告されてい
ない． 
 本章では，イヌの OSH60 例および OSA60 症について，中間径フィラメント
である上皮系マーカーの CK，間葉系マーカーの vimentin，筋系マーカーの
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desmin，神経系マーカーの GFAP および NF，アクチンフィラメントである平
滑筋マーカーの α-SMA に対する一次抗体を用いて，それぞれの組織型におけ
る細胞骨格の発現性を評価し，組織学的形態とこれら細胞骨格の発現の関連性
について検討するとともに，OSH と OSA で細胞骨格の発現性を比較した．  
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2-2 材料と方法 
 
2-2-1 供試材料 
 材料採取には，酪農学園大学獣医学部獣医病理学教室において病理解剖学的
検索を行った腫瘍組織ならびに病理組織診断のため本学獣医病理学教室あるい
は病理組織検査所へ送付された腫瘍組織，120 頭のイヌから得られた OSH60
例および OSA60 例のパラフィン包埋標本を用いた．  
 
2-2-2 免疫組織化学的検索 
 本研究では，OSH84 例および OSA141 例，それぞれの中から 60 例を選択し，
アビジン（卵白塩基性蛋白）とビオチン（ビタミン H）の間に特異的に形成さ
れる結合反応を利用した酵素抗体法（avidin-biotynylated peroxidase complex 
method, ABC）による IHC 酵素抗体法を行った．一次抗体およびそれぞれの
前処置は表 7 に示す．脱パラフィン後，前処置を行ったのちに内因性ペルオキ
シダーゼ阻害のために 0.3％H2O2 加メタノールに 10 分間浸漬した．十分に水
洗後，Block Ace（大日本製薬，大阪）中で非特異反応除去を行った．すべての
標本は一次抗体をマウント後 4℃で 16 時間反応させ，反応終了後は PBS で 5
分間 3 回洗浄した後，ビオチン化二次抗体と室温で 30 分間反応させた．再び
PBS で 5 分間 3 回洗浄した後、アビジン-ペルオキシダーゼ複合体（Vectastain 
Elite ABC Kit; Vector Laboratorise, CA, USA）と室温で 30 分間反応させた．
最後に 0.05%3,3 ジアミノベンチジン加 PBS（DAB）に過酸化水素濃度が 0.01%
になるように加えた発色溶液に 10 分間浸漬して免疫反応を可視化させた．発
色後，マイヤーのヘマトキシリンにて核染したのち，アルコール系列で脱水し，
キシレンにて透徹操作を行い，キシレン系封入剤（MGK-S，松浪硝子工業株式
会社，大阪）を用いて封入して光学顕微鏡で観察した．IHC 染色の結果は全て
の腫瘍細胞が陰性を示す場合を−，1〜25％の腫瘍細胞が陽性を示した場合を+，
26〜50％の腫瘍細胞が陽性を示した場合を++，51%以上の腫瘍細胞が陽性を示
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した場合を+++とし，半定量的に評価した． 
 
表 7．本章で用いた一次抗体 
抗体名 種類 希釈倍率 前処置 製造元 
CK mAb Ready to use MW Nichirei, Tokyo, Japan 
Vimentin mAb 1:100 MW Dako, Glostrup, Denmark 
α-SMA mAb 1:100 MW Dako, Glostrup, Denmark 
Desmin mAb 1:40 MW Progen, Heidelberg, Denmark 
GFAP pAb 1:1000 None Dako, Glostrup, Denmark 
NF  mAb 1:100 MW Dako, Glostrup, Denmark 
MW＝マイクロウェーブ． 
 
2–2–3 統計学的分析法 
 本研究では，OSH および OSA の各細胞骨格の発現性の間に関連性があるか
を，スピアマンの順位相関係数検定を用いて統計学的に分析した．また各組織
型の間で細胞骨格の発現性に有意差があるかを，クラスカル・ワーリス検定あ
るいはマン・ホイットニー検定を用いて統計学的に分析した．さらに，OSH と
OSA の間で各細胞骨格の発現性に有意な差があるかを，マン・ホイットニー検
定を用いて統計学的に分析した．P 値が目的とする危険率 0.05％以下のとき，
帰無仮説は棄却した．  
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2-3 結果 
 
2–3–1 免疫組織化学的所見 
 
骨芽細胞型（Ob） 
 OSH において，Ob はすべて vimentin に陽性を示し，Ob の 27%が CK に，
71％が α-SMA に，15％が GFAP に，7％が NF に陽性を示した．OSA におい
て，Ob はすべて vimentin に陽性を示し，Ob の 18％が CK に，57％が α-SMA
に，4％が desmin に，25％が GFAP に，18％が NF に陽性を示した．また Ob
全体で，25％が vimentin のみに陽性を示し，24％が vimentin＋α-SMA に，
7%が vimentin＋CK に，9％が vimentin＋α-SMA＋CK に，2％が vimentin＋
α-SMA＋GFAP＋CK に共陽性を示し，全体の 30％以上が vimentin を含めた 3
〜4 種の細胞骨格の共陽性を示した（表 8）（図 16–21）． 
 
軟骨芽細胞型（Cb） 
 OSH において，Cb はすべて vimentin に陽性を示し，Cb の 33％が α-SMA
に，20％が GFAP に，7％が NF に陽性を示した．OSA において，Cb はすべ
て vimentin に陽性を示し，Cb の 19％が CK に，20％が α-SMA に，40%が
GFAP に，27％が NF に陽性を示した．また Cb 全体で，53％が vimentin の
みに陽性を示し，17％が vimentin＋α-SMA に，17％が vimentin＋GFAP，7％
が vimentin＋α-SMA＋GFAP＋CK に共陽性を示した（表 8）（図 22–27）． 
 
線維芽細胞型（Fb） 
 OSH において，Fb はすべて vimentin に陽性を示し，Fb の 20％が CK に，
85％が α-SMA に，5％が desmin に，20％が GFAP に陽性を示した．OSA に
おいて，Fbはすべて vimentinに陽性を示し，Fbの 11％が CK に，68％が α-SMA
に，5％が GFAP に，11％が NF に陽性を示した．また Fb 全体で，13％が
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vimentin のみに陽性を示し，64％が vimentin＋α-SMA に，8％が vimentin＋
α-SMA＋GFAP＋CK に，3％が vimentin＋α-SMA＋desmin に共陽性を示した
（表 8）（図 28–33）． 
 
血管拡張型（Te）  
 OSH において，Te はすべて vimentin に陽性を示し，Te の 13％が CK に，
94％が α-SMA に，6％が desmin に，12％が GFAP，6％が NF に陽性を示し
た．OSA において，Te はすべて vimentin に陽性を示し，Te の 7％が CK に，
80％が α-SMA に，7％が desmin に，20％が GFAP に，7％が NF に陽性を示
した．また Te 全体で，6％が vimentin のみに陽性を示し，68％が vimentin＋
α-SMA に，6％が vimentin＋α-SMA＋GFAP＋desmin に，3％が vimentin＋
α-SMA＋desmin に共陽性を示した（表 8）（図 34–39）． 
 
未分化型（Pd） 
 OSH において，Pd はすべて vimentin に陽性を示し，Pd の 14％が CK に，
43％が α-SMA に，28％が GFAP に陽性を示した．OSA において，Pd はすべ
て vimentin に陽性を示し，Pd の 55％が α-SMA に，9％が desmin に，9％が
GFAP に，9％が NF に陽性を示した．また Pd 全体で，33％が vimentin のみ
に陽性を示し，39％が vimentin＋α-SMA に，6％が vimentin＋α-SMA＋GFAP
に，6％が vimentin＋α-SMA＋NF に，6％が vimentin＋α-SMA＋desmin に共
陽性を示した（表 8）（図 40–45）． 
 
巨細胞型（Gc） 
 OSH において，Gc はすべて vimentin に陽性を示し，Gc の 21％が α-SMA
に陽性を示した．OSA において，Gc はすべて vimentin に陽性を示し，他の細
胞骨格には陰性を示した．また Gc全体で，78％が vimentinのみに陽性を示し，
22％が vimentin＋α-SMA に共陽性を示した（表 8）（図 46–51）． 
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粘液型（My）  
 OSH において，My はすべて vimentin に陽性を示し，My の 84％が α-SMA
に，17％が desmin に陽性を示した．OSA において，My はすべて vimentin
に陽性を示し，My の 77％が α-SMA に，67％が GFAP に陽性を示した．また
My 全体で 22％が vimentin のみに陽性を示し，45％が vimentin＋α-SMA に，
22％が vimentin＋α-SMA＋GFAP に，11％が vimentin＋α-SMA＋desmin に
共陽性を示した（表 8）（図 52–57）． 
 
円形細胞型（Rc） 
 OSH において，Rc はすべて vimentin に陽性を示し，Rc の 17％が α-SMA
に，17％が desmin に，34％が GFAP に陽性を示した．OSA において，Rc は
すべて vimentin に陽性を示し，Rc の 13％が CK に，50％が α-SMA に，13％
が GFAP に，13％が NF に陽性を示した．また Rc 全体で，43％が vimentin
のみに陽性を示し，29％が vimentin＋α-SMA に，7％が vimentin＋α-SMA＋
CK に共陽性を示した（表 8）（図 58–63）． 
 
上皮型（Ep） 
 OSH において，Ep はすべて vimentin に陽性を示し，Ep の 60％が CK に，
80％が α-SMA に陽性を示した．また Ep 全体で，20％が vimentin＋CK に，
40％が vimentin＋α-SMA＋CK に，40％が vimentin＋α-SMA に共陽性を示し
た（表 8）（図 64–69）． 
 
2–3–2 統計学的分析結果 
 CK の発現性において，Ob および Ep が他の組織型に比べて有意に強い発現
性を示した（P＜0.05）．α-SMA の発現性において，Fb および Te が他の組織
型に比べて有意に強い発現性を示した（P＜0.05）．他の細胞骨格において，各
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組織型の間で有意な発現性の違いは認められなかった（P＞0.05）．また GFAP
と NF の発現に有意な正の相関性が認められた（P＜0.05）．さらに OSH の
α-SMA は OSA よりも有意に強い発現性を示し（P＜0.05），α-SMA 以外の細胞
骨格の発現は OSH と OSA の間で有意な差は認められなかった（P＞0.05）．
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表 8. 各組織型における細胞骨格の陽性率（％）  
組織型 
OSH 
 
OSA 
CK vimentin α-SMA desmin GFAP NF 
 
CK vimentin α-SMA desmin GFAP NF 
Ob 27 100 71 0 15 7 
 
18 100 57 4 25 18 
Cb 0 100 33 0 20 7 
 
19 100 20 0 40 27 
Fb 20 100 85 5 20 0 
 
11 100 68 0 5 11 
Te 13 100 94 6 12 6 
 
7 100 80 7 20 7 
Pd 14 100 43 0 28 0 
 
0 100 55 9 9 9 
Gc 0 100 21 0 0 0 
 
0 100 0 0 0 0 
My 0 100 84 17 0 0 
 
0 100 77 0 67 0 
Rc 0 100 17 17 34 0 
 
13 100 50 0 13 13 
Ep 60 100 80 0 0 0 
 
n/a n/a n/a n/a n/a n/a 
n/a＝該当なし． 
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Ob における IHC 染色結果． 
図 16：CK．図 17：vimentin．図 18：α-SMA．図 19：desmin．図 20：GFAP．図 21：NF． 
CK，vimentin，α-SMA，GFAP に陽性像が観察される． 
ABC 法，Bar=100μm． 
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Cb における IHC 染色結果． 
図 22：CK．図 23：vimentin．図 24：α-SMA．図 25：desmin．図 26：GFAP．図 27：NF． 
CK，vimentin，α-SMA，GFAP に陽性像が観察される． 
ABC 法，Bar=100μm． 
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Fb における IHC 染色結果． 
図 28：CK．図 29：vimentin．図 30：α-SMA．図 31：desmin．図 32：GFAP．図 33：NF． 
vimentin，α-SMA，desmin に陽性像が観察される． 
ABC 法，Bar=100μm． 
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Te における IHC 染色結果． 
図 34：CK．図 35：vimentin．図 36：α-SMA．図 37：desmin．図 38：GFAP．図 39：NF． 
vimentin，α-SMA，desmin，GFAP に陽性像が観察される． 
ABC 法，Bar=100μm． 
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Pd における IHC 染色結果． 
図 40：CK．図 41：vimentin．図 42：α-SMA．図 43：desmin．図 44：GFAP．図 45：NF． 
vimentin，α-SMA，GFAP に陽性像が観察される．  
ABC 法，Bar=100μm． 
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Gc における IHC 染色結果． 
図 46：CK．図 47：vimentin．図 48：α-SMA．図 49：desmin．図 50：GFAP．図 51：NF． 
vimentin，α-SMA に陽性像が観察される．  
ABC 法，Bar=100μm． 
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My における IHC 染色結果． 
図 52：CK．図 53：vimentin．図 54：α-SMA．図 55：desmin．図 56：GFAP．図 57：NF． 
vimentin，α-SMA，GFAP に陽性像が観察される．  
ABC 法，Bar=100μm． 
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Rc における IHC 染色結果． 
図 58：CK．図 59：vimentin．図 60：α-SMA．図 61：desmin．図 62：GFAP．図 63：NF． 
CK，vimentin，α-SMA に陽性像が観察される． 
ABC 法，Bar=100μm． 
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Ep における IHC 染色結果． 
図 64：CK．図 65：vimentin．図 66：α-SMA．図 67：desmin．図 68：GFAP．図 69：NF． 
CK，vimentin，α-SMA に陽性像が観察される． 
ABC 法，Bar=100μm．
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2–4 考察 
 
 細胞骨格は，その名のとおり細胞の骨格を内部から構造的に支持しながら細
胞形態を保持しており，主な構成要素は微小管，中間径フィラメント，アクチ
ンフィラメントの 3 つの線維構造である[49, 68]．細胞骨格はほぼすべての細
胞に存在し，細胞種によって構成する細胞骨格の種類は異なっている[49, 68]．
この特徴を利用して，細胞骨格は IHC 染色による腫瘍細胞の性質や由来を特定
するための有用なマーカーとして広く用いられている[33, 87]．本研究において，
イヌの骨原発 OS は様々な細胞骨格を発現し，その組織学的形態に一致するあ
るいは一致しない CK，vimentin，α-SMA，desmin，GFAP および NF の細胞
骨格を保持していた．細胞骨格は細胞の形態を決定づけていると考えられてい
るが，必ずしも発現している細胞骨格が OS の腫瘍細胞の細胞形態を決定して
いるわけではないことが明らかになった．また複数の細胞骨格の共発現を示す
腫瘍細胞が多数認められた．腫瘍組織内における腫瘍細胞の組織異質性は以前
から知られており，腫瘍組織は異なる表現型を有する様々な腫瘍細胞から構成
されている[26]．より多くの細胞骨格を発現している腫瘍細胞は，より多様な
組織学的形態を示す能力を有し，その組織多様性に基づく細胞骨格の発現の多
様性は，骨髄組織由来であるイヌの骨原発 OS の腫瘍異質性に起因していると
考えられた． 
 Vimentin の発現はすべての組織型のすべての腫瘍細胞に認められ，多くの
腫瘍細胞は vimentin と他の細胞骨格の共発現を示した．Vimentin は骨軟骨細
胞，線維芽細胞，横紋筋細胞，平滑筋細胞，神経細胞，脂肪細胞，血管内皮細
胞など多様な間葉細胞に分布する中間径フィラメントで，発生過程において胚
葉起源に限らず分化度の低い細胞に広く分布しており，特定の組織において
CK，desmin，GFAP，NF と同時に重複して発現することが知られている[46, 65, 
88, 116, 123]．本研究において，多様な組織学的形態を示すイヌの骨原発 OS
は骨髄の間葉系幹細胞由来であるため，常に vimentin を発現し，同時に他の
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細胞骨格を共発現することにより，多様な組織学的形態を示すようになったの
ではないかと考えられた．  
 CK の発現は Ob，Cb，Fb，Te，Pd，Rc などの様々な組織学的形態を示す腫
瘍細胞に認められ，特に多くの Ob および Ep の腫瘍細胞で多く観察された．
また CK 陽性腫瘍細胞は，すべて vimentin の共発現を示した．これらの結果
から，イヌの骨原発 OS の CK を発現する腫瘍細胞は多彩な組織学的形態を示
し，上皮および間葉系両方の細胞骨格を保持していることが明らかになった．
CK は分化成熟した上皮細胞に分布する中間径フィラメントで，約 20 種のサブ
タイプが知られている[93]．イヌの骨原発 OS は骨髄の間葉系幹細胞由来であ
り[109, 121]，OS の腫瘍細胞の CK の発現機序には EMT とは逆の現象である
間葉上皮転換（MET）が関与している可能性が考えられた．EMT とは上皮細
胞が細胞極性や細胞接着性を失い，間葉細胞の性質を獲得する現象で，発生過
程の器官形成において重要な現象である[47]．また癌の浸潤転移においても
EMT が深く関わっており，Snail や Twist などの様々な転写因子の活性化によ
り，上皮細胞の CK や細胞接着因子である E-cadherin の発現が減少し，間葉
系マーカーである vimentin や N-cadherin の発現が増加することにより，腫瘍
細胞が遊走能や浸潤能を獲得することが知られている[47]．逆に，MET は間葉
細胞が上皮様の表現型を獲得する現象で，肉腫の予後診断マーカーおよび治療
標的因子として重要であるとされ，腫瘍の増殖や浸潤転移を抑制することが報
告されている[35, 78, 131]．Vimentin は発生初期から間葉細胞以外の細胞でも
発現が認められるため，OS の腫瘍細胞が MET により CK の発現を示してもな
お，vimentin の発現の低下が認められなかったのではないかと考えられた．し
かしながら，MET における CK や vimentin の発現性の変化については詳細な
検索は行われておらず，転写因子や他の EMT マーカーによるさらなる検討が
必要であると考えられた．  
 CK の発現を示すヒトの骨原発 OS は数多く報告されており，上皮様形態を
示す OS だけではなく，Ob や Cb，Fb などの肉腫様形態を示す腫瘍細胞にも
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CK の発現が確認されている[37, 36, 39, 54, 60, 83, 84]，近年，CK の発現を示
すヒトの骨軟部肉腫の報告が増えており，組織学的形態と合わせて 3 群に区分
されている[39]．第 1 群は肉腫様の組織学的形態を示す腫瘍細胞が CK の発現
を示す腫瘍で，OS や平滑筋肉腫，悪性線維性組織球腫で報告されている[15, 37, 
44, 69, 79, 94, 117]．第 2 群は，胞巣構造あるいは管状構造を形成する上皮様
形態を示す腫瘍細胞が CK の発現を示す腫瘍で，類上皮性 OS や類上皮性平滑
筋肉腫などが報告されている[79, 94, 117, 133]．第 3 群は肉腫成分と上皮成分
が混在する腫瘍で，滑膜肉腫などが含まれている[73, 86]．第 2 群や第 3 群の
腫瘍では，発現している CK が腫瘍細胞の上皮様形態に関わっており，それが
組織診断名の決め手となっている．一方，第 1 群の肉腫様腫瘍細胞の CK の発
現は，腫瘍化に関連したランダムな異常分化の結果であるとされ，臨床病理学
的意義は少ないと考えられている[57]．本研究においても，イヌの骨原発 OS
の肉腫様および上皮様形態を示す腫瘍細胞の両方に CK の発現が認められた．
肉腫様細胞における CK の発現の機序は詳細に解明されていないが，この現象
を理解することは腫瘍診断学において極めて重要であり，正確な組織診断を決
定するためには IHC 染色の所見に振り回されることなく，腫瘍の組織学的形態
を正確に把握することが重要であると考えられた．本研究は，CK の発現およ
び上皮様形態を示すイヌの骨原発 OS に関する初めての報告である．  
 α-SMA 陽性細胞は，すべての組織型で多数観察され，特に Fb および Te で
多く認められた．また OSH は OSA よりも有意に強い α-SMA の発現を示した．
α-SMA 陽性細胞の主体は紡錘形で線維芽細胞様の形態を示していた．α-SMA
は一般的に平滑筋細胞が有するアクチンフィラメントで，他に筋線維芽細胞や
筋上皮細胞にも分布し，これら紡錘形細胞への分化を示す腫瘍の鑑別診断に有
用なマーカーとして IHC染色に広く利用されている[67].ヒトの骨原発 OSにお
いて，様々な組織学的形態を示す OS が α-SMA の発現を示したという報告が
いくつかなされている[38, 40, 130]．本研究において，Ob や Te などの骨芽細
胞様腫瘍細胞，Rc の円形腫瘍細胞，Ep の上皮様腫瘍細胞にも α-SMA の発現
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が観察されたが，Fb などの紡錘形腫瘍細胞における発現が有意に多く認められ
た．このことから，α-SMA の発現を示す腫瘍細胞は平滑筋や筋線維芽細胞，筋
上皮細胞の性質を有しており，Fb の紡錘形腫瘍細胞は，α-SMA を保持してい
る腫瘍性骨芽細胞が形態を変化させたものであると推察された．また OSH の
方が OSA よりも有意に強い α-SMA の発現性を示した理由は不明であるが，OS
の発生部位の違いがその要因の一つであることが示唆された．  
 Ob，Fb，Te，Pd，My，Rc の少数の腫瘍細胞に desmin の発現が認められ，
その組織学的形態はさまざまであった．Desemin は，筋系細胞が有する中間径
フィラメントで，骨格筋細胞，心筋細胞，平滑筋細胞，筋線維芽細胞などに分
布し，横紋筋肉腫や一部の平滑筋肉腫などの鑑別診断に有用であり，特異性の
高い筋原性マーカーである[87]．Desmin の発現を示す骨原発 OS は，ヒトおよ
びイヌでいくつか報告されているが[38, 40, 45, 130]，その組織学的形態と
desmin の発現の関連性についての評価は行われていない．本研究において，
desmin の発現を示す腫瘍細胞は骨芽細胞様〜円形細胞様あるいは紡錘形で，
一定した細胞形態は認められなかった．Desmin の発現が認められるヒトやイ
ヌの横紋筋肉腫は，紡錘形〜円形などの多形性を示す細胞形態を示し，多様な
組織学的形態を示す腫瘍であり[41, 91]，その組織多様性を特徴づけているのが
desmin であるならば，desmin は多彩な細胞形態を形成する能力を有する中間
径フィラメントであると考えられる．これらのことから，本研究における
desmin の発現を示した腫瘍細胞の組織学的形態には，多様な細胞形態を形成
する desmin の特性が関与しているのではないかと考えられた．  
 GFAP の発現は，Ob，Cb，Fb，Te，Pd，My，Rc で観察され，その組織学
的形態に特定の所見は認められなかったが，OSA の Cb および My の軟骨や粘
液を産生する腫瘍細胞に多くの GFAP の発現が観察された．GFAP は，星状膠
細胞や上衣細胞，末梢神経，シュワン細胞などの神経系組織に分布する中間径
フィラメントで，それらへの分化を示す星状膠細胞腫や上衣腫，膠芽腫などで
発現が認められる[87]．Kasantikul らは，成熟骨細胞あるいは軟骨細胞が GFAP
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に類似した細胞骨格を有していることを明らかにした[52]．またヒトの OS へ
の分化を示す神経膠肉腫の骨芽細胞様腫瘍細胞における GFAP の発現や[2, 3]，
ヒトの OS の Ob および Cb における GFAP の発現が確認され，GFAP の発現
と骨軟骨組織への分化の関連性が報告されている[103]．さらに，ヒトの軟骨粘
液腫や粘液を産生する筋上皮細胞腫瘍においても GFAPの発現が確認されてい
る[55, 115]．本研究結果から，GFAP の発現は，イヌの骨原発 OS の細胞形態
には関与せず，腫瘍性軟骨組織やそれに連続する粘液産生に関連していると考
えられ，GFAP を保持している他の組織型の腫瘍細胞も同様の性質を有してい
ることが示唆された．  
 NF 陽性細胞は，Ob，Cb，Fb，Te，Pd，Rc の腫瘍組織内で散在性に少数認
められた． NF は，成熟した神経細胞，神経内分泌細胞に分布する中間径フィ
ラメントであり，中枢神経系腫瘍，末梢神経系腫瘍の鑑別診断に用いられる [87]．
現在までに，ヒトおよびイヌの骨原発 OS における NF の発現性について検討
した研究は報告されていない．本研究において，NF を発現する腫瘍細胞には，
明らかな神経細胞への分化を示す組織学的形態は認められず，神経系細胞の性
質を有しているとは言いがたいが，イヌの骨原発 OS における NF の発現性は
認知するべき新たな知見であると考えられた．またイヌの OSH は OSA とは異
なる外胚葉神経堤細胞由来であるが[20]，両者で NF の発現性に違いが認めら
れなかった．NF はより分化した神経細胞において発現が認められる中間径フ
ィラメントであり，NF の発現がイヌの骨原発 OS の発生部位の違いに関与し
ていないことが明らかになった． 
 Ob において，vimentin，α-SMA，GFAP，CK，NF，desmin の中で 3〜4
種の複数の細胞骨格を発現している腫瘍細胞が 30％以上を占めており，多様な
細胞骨格の発現を示していた．また vimentin＋α-SMA の共発現を示す Ob の
腫瘍細胞が多く認められ，これらの腫瘍細胞は平滑筋細胞や筋線維芽細胞の性
質を有し，Fb のような紡錘形細胞に組織学的形態を変化させる素質を有してい
ると考えられた．さらに vimentin＋CK あるいは vimentin＋α-SMA＋CK の共
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発現を示す Ob の腫瘍細胞も多く認められ，それぞれ上皮細胞あるいは筋上皮
細胞の性質を有し，Ep や My のような組織学的形態を示す性質を有していると
考えられた．これらのことから，Ob はイヌの骨原発 OS の基本的かつ典型的な
組織学的形態であり，多様な細胞骨格を発現することにより，他の組織型へ組
織学的形態を変化させているのではないかと考えられた．  
 Cb において，vimentin＋α-SMA，vimentin＋GFAP，vimentin＋α-SMA＋
GFAP に共発現を示す腫瘍細胞がしばしば認められた．Cb は骨芽細胞様腫瘍細
胞による軟骨組織の形成を特徴とし，Ob，Fb あるいは My に連続して増殖し
ていた．GFAP の発現は Cb における軟骨組織の形成に，α-SMA の発現は Cb
に連続して増殖する Fb や My への形態学的変化に関連するものであると考え
られた． 
 Fb は紡錘形腫瘍細胞の線維肉腫様増殖を特徴とし，Fb の腫瘍細胞の 60%以
上は vimentin＋α-SMA の共発現を示し，Ob と Fb の組織学的形態の移行部位
においても α-SMA の発現が認められた．これらのことから，Fb は Ob が組織
学的形態を変化させたものであり，その細胞形態の保持には α-SMA が関与し
ていると考えられた．また vimentin＋α-SMA＋desmin や vimentin＋α-SMA
＋CK に共発現を示す Fb の紡錘形腫瘍細胞も散見され，これらは筋線維芽細胞，
筋上皮細胞あるいは平滑筋細胞の性質を有している腫瘍細胞であると考えられ
た． 
 Te は骨芽細胞様腫瘍細胞による血液成分を含んだ大小の嚢胞形成を特徴と
し， Te の 70％近くの腫瘍細胞は vimentin＋α-SMA の共発現を示し，興味深
いことに，嚢胞を内張りしている腫瘍細胞により強い α-SMA の発現が認めら
れた．Te の腫瘍細胞は血管内皮細胞の特徴を有していると考えられており[97, 
121]，骨髄の間葉系幹細胞由来の血管内皮前駆細胞が平滑筋細胞への分化能を
有し，α-SMA の発現を示すことが確認されている[48]．これらのことから，Te
は平滑筋細胞への分化を示す血管内皮細胞の性質を有する腫瘍細胞で構成され，
血管様嚢胞構造を形成していると考えられた．また，α-SMA を発現する Ob の
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腫瘍細胞は，Fb の紡錘形細胞への細胞形態の変化だけではなく，Te の嚢胞を
形成する能力を有していると考えられた．今後，イヌの骨原発 OS の Te におけ
る血管内皮細胞の性質を確かめるために，血管内皮マーカーによる IHC 染色，
電顕による超微形態学的検索など，さらなる検討が必要であると考えられた．  
 Pd は強い異型性核を有する大型で多形性を示す腫瘍細胞で構成され，Pd の
腫瘍細胞は，vimentin＋α-SMA，vimentin＋α-SMA＋GFAP，vimentin＋
α-SMA＋NF，vimentin＋α-SMA＋desmin などのように，vimentin と α-SMA
の共発現を中心として，複数の細胞骨格の発現を示した．これらの結果から，
強い多形性あるいは異型性を示す Pdは，必ずしも未分化な腫瘍細胞ではなく，
様々な細胞種への分化能を有する腫瘍細胞で構成されているのではないかと考
えられた． 
 Gc において，すべての多核巨細胞は vimentin の発現を示し，一部で α-SMA
の発現が観察された．多核巨細胞は，核に明らかな異型性は認められず，破骨
細胞由来であると推察されたが，破骨細胞は単球系の造血性幹細胞由来であり，
通常 α-SMA の発現は示さない[99]．今回認められた多核巨細胞の由来をさらに
検討するためには，CD68 や HLA-DR などの単球系マーカーを用いた IHC 染
色による検索が必要であると考えられた．  
 My の腫瘍細胞の 60%以上は vimentin＋α-SMA あるいは vimentin＋α-SMA
＋GFAP の共発現を示した．また My の粘液産生に連続して軟骨組織を形成す
る Cb の腫瘍細胞においても，α-SMA および GFAP の発現が認められた．この
IHC 染色の所見は組織学的形態と矛盾せず，My の腫瘍細胞は粘液産生を伴う
筋線維芽細胞や軟骨芽細胞への分化を伴っていると考えられた．  
 Rc では，vimentin＋α-SMA あるいは vimentin＋α-SMA＋CK の共発現を示
す腫瘍細胞がしばしば認められた．Rc と類似した組織学的形態を示すヒトの
small cell OS においても，α-SMA の発現が報告されている[51]．Rc の α-SMA
や CK の発現は，組織学的形態と一致するものではないが，イヌの骨原発 OS
において新たな組織型の認知すべき IHC 所見の一つであると考えられた．また，
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Rc と類似する組織学的形態を示す PNET では NF の発現が認められ，CD99
や内分泌系マーカーであるシナプトフィジンやクロモグラニン A なども PNET
の鑑別に必要であるとされている[23, 53]．本研究の Rc では，NF の発現はほ
とんど認められず，ロゼット状配列などの構造も観察されなかったことから，
PNET との鑑別は可能であった．さらに，OSH の Rc の一部で α-SMA ＋desmin
の共発現を示す腫瘍細胞が観察され，平滑筋あるいは骨格筋への分化を示唆す
る IHC 所見が認められた．Rc の細胞形態は，ヒトやイヌの横紋筋肉腫の組織
型の一つである胞巣型横紋筋肉腫に類似しているが，胞巣型横紋筋肉腫ではシ
ート状に増殖する円形細胞を区画する線維性血管が存在する [77, 91, 110]．こ
の組織所見と腫瘍性類骨の有無，IHC 染色による myogenin などの骨格筋マー
カーの発現性が，Rc と胞巣型横紋筋肉腫との鑑別点に挙げられる．  
 Ep の腫瘍細胞の 60%が vimentin＋CK あるいは vimentin＋α-SMA＋CK の
共発現を示し，40％は CK の発現は示さなかった．ヒトの骨原発 OS において，
CK の発現を伴うあるいは伴わない上皮様形態を示す OS は数多く報告されて
いる[17, 38, 39, 54, 60, 82–84, 95]．本研究結果から，Ep の腫瘍細胞の上皮様
形態には CK の発現が関連していることが示唆されたが，CK の発現を示さな
い Ep の組織学的形態の発生機序は不明であった．  
 本研究により，細胞骨格はイヌの骨原発 OS の腫瘍細胞の細胞形態を特徴づ
けるだけではなく，軟骨や粘液などの基質産生や血管様構造などの特徴的な組
織構造の形成にも関与し，多くの細胞骨格を発現している腫瘍細胞は多様な組
織学的形態を示し，その組織多様性は骨髄の間葉系幹細胞由来であるイヌの骨
原発 OS の腫瘍異質性に起因するものであると結論付けられた．  
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2-5 小括 
 
 イヌの骨原発 OS において，細胞骨格に対する一次抗体を用いて IHC 染色を
実施し，各組織型における細胞骨格の発現性を明らかにし，OSH と OSA にお
ける細胞骨格の発現性を比較した．OS は，CK，vimentin，α-SMA，desmin，
GFAP および NF の細胞骨格に一致するあるいは一致しない組織学的形態を示
し，複数の細胞骨格を保持している腫瘍細胞はより多彩な組織学的形態を示し
ていた．また α-SMA において，OSH が OSA よりも有意に強い発現性を示し
た．  
 本研究は，上皮様形態あるいは CK の発現を示すイヌの骨原発 OS に関する
初めての報告である．また，多くの細胞骨格を発現している腫瘍細胞は多様な
組織学的形態を示し，その組織多様性は骨髄の間葉系幹細胞由来であるイヌの
骨原発 OS の腫瘍異質性に起因し，イヌの骨原発 OS は上皮細胞や筋線維芽細
胞，平滑筋細胞，神経細胞などの様々な間葉細胞の性質を有する腫瘍細胞で構
成されていると考えられた．  
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第 3 章 
 
 
イヌの頭部および四肢骨原発骨肉腫における  
組織学的悪性度評価法の予後的意義 
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3-1 序文 
 
 イヌの骨原発 OS は，悪性度の高い生物学的動態を示し，骨溶解および骨増
生を伴う局所浸潤，高率な肺への転移病変が認められ，断脚や切断術のみでの
生存率は 10％以下である[11, 24, 66, 75, 76, 111, 113, 114, 119]．また椎骨や
肋骨，長骨などへの骨転移がまれに認められる[111]．現在では，局所療法とし
ての断脚術，補助的全身療法としての化学療法，再発防止や疼痛緩和療法とし
ての放射線療法を組み合わせる治療法が一般的である[24, 66, 76]．OS の多く
は中齢から高齢犬に発生するが，年齢分布は幅が広く幼若犬から高齢犬まで発
生が認められる[43, 56, 61, 70, 101, 111, 113]．また OS は大型犬あるいは超大
型犬であるボクサー，グレート・デーン，ジャーマン・シェパード，アイリッ
シュ・セッター，ゴールデン・レトリバー，ラブラドール・レトリバーなどで
発生し，特に体重や体高の増加が発生要因となり[76, 100, 119, 122, 127]，体
重が 20kg 以上の大型〜超大型犬の罹患率が高く，多くの文献のイヌの骨原発
OSの平均体重は 29kg〜40.5kgの間であった[1, 34, 43, 56, 61, 108, 122, 127]． 
 イヌの骨原発 OS において，臨床的および組織学的に有用性のある予後因子
が多数報告されており，年齢，体重，犬種，発生部位，血清アルカリフォスフ
ァターゼ（ALP）値，肺転移病変の有無，サージカルマージンの完全性，化学
療法の有無，組織型分類と生存期間や無病期間との関連性が示されている[6, 
21, 24, 25, 31, 34, 36, 42, 61, 70, 75, 76, 80, 100, 111, 127]．また中齢のイヌ
が幼若あるいは高齢のイヌに比べて，良好な予後を示したという報告がなされ
ている[111]．さらに発生部位において，頭部を含む体軸骨格の OS が OSA よ
りも良好な予後を示すという報告がいくつかなされている [36, 42, 70, 121]．組
織型分類の臨床的意義は少ないと考えられているが，予後診断における組織型
分類の有用性については文献により解釈が異なっており，さらなる詳細な検索
が求められている[36, 56, 61, 70, 75, 76, 113]．  
 組織学的悪性度評価法は腫瘍の予後診断や治療方針を決定する上で有用なツ
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ールであり，イヌの乳腺腫瘍[64]，滑膜肉腫[125]，HS[81]，膀胱の移行上皮癌
[126]，扁平上皮癌[18]，肺癌[72]，軟部組織肉腫[62]，皮膚および眼球の黒色
腫[8, 9, 128]，肥満細胞腫[8, 89]，リンパ腫[19, 118]などにおいて，組織学的
悪性度と予後との関連性が報告されている．またイヌの骨原発 OS においても，
核異型性，核分裂像の数，壊死程度，腫瘍基質の程度，腫瘍細胞密度を評価対
象とする組織学的悪性度評価法および脈管侵入像の有無と生存期間や肺への転
移率の関連性が報告されている[56, 61, 70, 76, 101, 113]．さらにイヌの OSH
および OSA において，発生部位による組織学的悪性度の違いが報告されてい
るが，生存期間を含めた両者の予後の比較はなされていない[70]．通常，腫瘍
は異質な腫瘍細胞で構成されており，領域により腫瘍細胞の組織学的悪性度が
異なることがある[30]．そのため腫瘍組織の組織学的悪性度を評価する際には，
最も悪性度が高いと考えられる領域を選択し評価することが重要である[30]． 
 本章では，生存データの追跡が可能であったイヌの骨原発 OS について，体
重，血清 ALP 値，サージカルマージン，化学療法の有無，組織型の予後因子
としての有用性を評価した．また発生部位による生存データの違いを検討する
ため，OSH と OSA の間で，体重，血清 ALP 値，肺転移率，生存期間を比較
した．さらに，組織学的悪性度の予後因子としての有用性を評価するため，組
織学的悪性度および脈管侵入像の有無と生存期間および肺転移率の関連性を評
価し，組織学的悪性度を OSH と OSA で比較した． 
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3–2 材料と方法 
 
3-2-1 供試材料 
 材料採取には，酪農学園大学獣医学部獣医病理学教室において病理解剖学的
検索を行った個体ならびに病理組織診断のため本学付属動物病院から獣医病理
学教室へ送付された症例の中で，年齢，体重，犬種，発生部位，血清 ALP 値，
サージカルマージン，化学療法の有無，生存期間および転移病変の有無などの
生存データが得られたイヌの OSH12 例および OSA13 例を用いた．  
 
3-2-2 組織学的悪性度評価法 
 腫瘍組織の最も悪性度が高い領域において，5 種類の評価基準の組織学的形
態である核異型性，核分裂像，壊死程度，腫瘍基質の程度，腫瘍細胞密度を 4
段階にスコア化し（表 9），それぞれの組織学的スコアから総合悪性度スコアを
評価した．また評価した総合悪性度スコアを GradeⅠ（3–9），GradeⅡ（10–16），
GradeⅢ（17–21）の 3 段階に分類した（表 10）．さらに腫瘍細胞の脈管侵入像
の有無を評価した．  
 
表 9．組織学的悪性度評価法（組織学的スコア）  
組織学的形態 0 1 2 3 4 
核異型性 なし 軽度 中程度 著しい - 
核分裂像（×400,10 視野） - 1-10 個 11-20 個 21-30 個 30 個＜ 
壊死程度 なし <15% 15-50% 50%< − 
腫瘍基質の程度 - > 50% 25-50% < 25% 0% 
腫瘍細胞密度 - < 25% 25-50% 50-75% 75-100% 
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表 10．組織学的悪性度評価法（総合悪性度スコア）  
総合悪性度スコア  Grade 
3–9 Ⅰ 
10–16 Ⅱ 
17–21 Ⅲ 
 
3-2-3 統計学的分析法 
 生存データにおいて，OSH と OSA の間で，体重，血清 ALP 値，生存期間，
肺転移率の差を Student の t 検定，Kaplan Meier 法，ログランク検定，マン・
ホイットニー検定を用いて解析した．また年齢，体重，血清 ALP 値，サージ
カルマージンの完全性および化学療法の有無と生存期間および肺転移率の関連
性を X2 独立性の検定，フィッシャーの直接確率計算法，Kaplan Meier 法ある
いはログランク検定を用いて解析した．組織型分類において，各組織型の生存
期間および肺転移率の差を Kaplan Meier 法，ログランク検定，マン・ホイッ
トニー検定を用いて解析した．組織学的悪性度において，OSH と OSA の間で，
各組織学的スコアおよび総合悪性度スコアの差を Student の t 検定を用いて解
析し，各組織学的スコアおよび総合悪性度スコアと生存期間および肺転移率の
関連性を Kaplan Meier 法，ログランク検定あるいは Student の t 検定を用い
て解析した．腫瘍細胞の脈管侵入像の有無と生存期間，肺転移率，組織学的悪
性度の関連性を Kaplan Meier 法，ログランク検定，Student の t 検定，X2 独
立性の検定を用いて解析した．P 値が目的とする危険率 0.05％以下のとき，帰
無仮説は棄却した．  
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3–3 結果 
 
3–3–1 生存データ 
 OSH および OSA において，体重の平均は 20.95kg（範囲，3.1〜60.5kg），
血清 ALP 値の平均は 666.84IU（範囲，53〜4911IU）であった．切除生検のみ
が実施された OSH1 症例および OSA2 症例で，サージカルマージンが不完全で
あった．また OSH4 症例および OSA3 症例で，カルボプラチンによる化学療法
が実施された．OSH2 症例および OSA10 症例で肺への転移病変が，OSH4 症
例で椎骨，脛骨，肋骨などへの骨転移が認められた．生存期間の中央値は，OSH
が 525 日（範囲，117〜1486 日），OSA が 238 日（範囲，40〜446 日）であっ
た．組織型分類は，Ob を含む複合型が大部分を占め，OSH と OSA の間で各
組織型の割合に明らかな差は認められなかった（表 11，12）． 
 
3–3–2 組織学的悪性度結果 
 OSH において，GradeⅠでは，多角形〜紡錘形の骨芽細胞への分化を示す腫
瘍細胞が増殖し，石灰沈着を伴う豊富な類骨の産生および骨組織の形成を伴っ
ていた．核分裂像はほとんど観察されないか散見される程度で，核の異型性は
軽度であった（図 70-72）．OSH および OSA において，GradeⅡでは，核小体
明瞭で異型性を示す核を有する腫瘍細胞間に，石灰沈着を伴う類骨の産生を伴
っていた．腫瘍細胞は密にシート状に増殖し，腫瘍組織中心部において広範囲
な壊死所見が観察された（図 73-78）．OSA において，GradeⅢでは，複数の核
小体明瞭で異型性を示す大小不整核を有する腫瘍細胞がランダムに配列しなが
らシート状に増殖し，わずかな類骨の産生が認められた．腫瘍組織の広範囲な
壊死所見を認め，多数の核分裂像が観察された（表 13，14）（図 79-81）．OSA
の 3 症例において，腫瘍細胞塊の脈管侵入像が観察され（図 76，80），OSH に
は認められなかった．  
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3–3–3 統計学的分析結果 
 生存データにおいて，OSH と OSA の間で，体重および血清 ALP 値に有意
な差は認められず（P＞0.05），生存期間は OSA が OSH よりも有意に短く，生
存率は OSA が OSH よりも有意に低い結果となった（P＜0.05）（図 82）．肺転
移率は OSA が OSH よりも有意に高くなった（P＜0.05）．体重，血清 ALP 値，
サージカルマージンの完全性および化学療法の有無と生存期間および肺転移率
の間に有意な関連性は認められなかった（P＞0.05）．各組織型と生存期間およ
び肺転移率の間に有意な関連性は認められなかった（P＞0.05）．組織学的悪性
度において，OSH と OSA の間で，総合悪性度スコア，核異型性，壊死程度お
よび腫瘍基質の程度は，OSA が OSH よりも有意に高くなった（P＜0.05）．生
存期間と総合悪性度スコア，核異型性，壊死程度および腫瘍基質の程度の間に
有意な関連性が認められた（P＜0.05）．また肺転移率と総合悪性度スコア，核
異型性および壊死程度に有意な関連性が認められた（P＜0.05）．生存期間，肺
転移率および組織学的悪性度と脈管侵入像の有無の間に有意な関連性が認めら
れた（P＜0.05）．
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表 11．OSH の生存データ，組織型，組織学的悪性度 
No. 犬種 部位 体重 ALP 手術 化学療法 転移 ST 組織型 TG IV 
1 GR 上顎骨 26.3 90 上顎切除 実施せず なし 1208 Ob＋Cb 13 − 
2 LR 下顎骨 38.5 399 下顎切除 カルボプラチン 肺，脛骨 509 Ob＋Pd 12 − 
3 シーズー 下顎骨 6.5 162 下顎切除 実施せず なし 541 Ob＋Fb＋Te 8 − 
4 TP 頬骨 4 359 頬骨切除 実施せず なし 1486* Ob＋Fb＋Pd 5 − 
5 LR 上顎骨 24.2 421 上顎切除 カルボプラチン なし 1099* Ep 7 − 
6 北海道犬 下顎骨 14.8 208 下顎切除 実施せず 腸骨，椎骨 171 Ob＋Fb 13 − 
7 マルチーズ 頬骨 5 4911 頬骨切除 実施せず なし 118 Ob＋Cb＋Fb 9 − 
8 コーギー 下顎骨 14.4 100 下顎切除 カルボプラチン 肺 780 Ob＋Cb＋Fb 7 − 
9 雑種 下顎骨 10 772 下顎切除 カルボプラチン 肋骨，椎骨 698* Ob＋Fb 10 − 
10 AT 下顎骨 24 416 下顎切除 実施せず 椎骨 290 Ob＋Fb 11 − 
11 パグ 上顎骨 6.8 347 上顎切除 カルボプラチン なし 368* Ob＋My 5 − 
12 シーズー 上顎骨 5.4 2471 切除生検 実施せず なし 117 Ob 12 − 
GR＝ゴールデン・レトリバー；LR＝ラブラドール・レトリバー；TP＝トイ・プードル；AT＝エアデールテリア ；
ST＝生存期間；*＝生存中；TG：総合悪性度スコア；IV＝脈管侵入像． 
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表 12．OSA の生存データ，組織型，組織学的悪性度 
No. 犬種 部位 体重 ALP 手術 化学療法 転移 ST 組織型 TG IV 
1 雑種 上腕骨 20 409 切除生検 実施せず なし 229 Ob＋Cb 8 − 
2 カフカス 橈骨 60.5 150 前肢断脚 実施せず なし 104 Ob＋Cb 14 − 
3 秋田犬 肩甲骨 30.4 53 前肢断脚 実施せず 肺 40 Te＋Pd 17 ＋  
4 GS 上腕骨 43 63 前肢断脚 実施せず 肺 466 Ob＋Fb 14 − 
5 LR 上腕骨 42.2 482 前肢断脚 実施せず 肺 238 Ob＋Fb＋Pd 12 − 
6 GP 脛骨 51.5 158 切除生検 実施せず 肺 365 Ob＋Cb＋Fb 10 − 
7 雑種 脛骨 3.1 161 後肢断脚 実施せず 肺 134 Ob＋Fb 15 − 
8 SS 橈骨 14.6 327 後肢断脚 実施せず なし 366 Ob＋Cb＋Fb 14 − 
9 LR 前肢指骨 30.3 88 後肢断脚 実施せず 肺 261 Ob＋Cb 16 ＋  
10 シーズー 大腿骨 5.02 1492 後肢断脚 カルボプラチン 肺 442 Ob＋My 10 − 
11 雑種 大腿骨 17.1 385 後肢断脚 実施せず 肺 82 Ob＋Cb＋Fb 14 ＋  
12 雑種 肩甲骨 7.6 407 肩甲骨切除 カルボプラチン 肺 459 Pd 13 − 
13 コーギー 大腿骨 19.1 1840 後肢断脚 カルボプラチン 肺 41 Ob＋Pd 13 − 
GS＝ジャーマン・シェパード；LR＝ラブラドール・レトリバー；GP＝グレート・ピレネーズ；SS＝シェットラン
ド・シープドック；ST＝生存期間；TG＝総合悪性度スコア；IV＝脈管侵入像．
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表 13．組織学的悪性度結果（組織学的スコア）  
 
スコア OSH（n=12） OSA（n=13） 
核異型性 
0 0 0 
1 7 1 
2 4 8 
3 1 4 
核分裂像 
1 3 1 
2 6 3 
3 0 5 
4 3 4 
壊死程度 
0 2 0 
1 4 2 
2 6 4 
3 0 7 
腫瘍基質の程度 
1 6 0 
2 2 6 
3 4 7 
4 0 0 
腫瘍細胞密度 
1 1 0 
2 6 2 
3 4 7 
4 1 4 
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表 14．組織学的悪性度結果（総合悪性度スコア）  
Grade OSH（n＝12） OSA（n＝13） 
   Ⅰ（3-9） 6 1 
   Ⅱ（10-16） 6 11 
   Ⅲ（17-21） 0 1 
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OSH，No. 11，Ob＋My の複合型，GradeⅠの HE 染色． 
図 70：弱拡の HE 染色．Bar=500μm．粘膜下における腫瘍性骨組織．  
図 71：中拡の HE 染色．Bar=100μm．腫瘍細胞による成熟骨梁形成（矢印）．  
図 72：強拡の HE 染色．Bar=50μm．骨芽細胞への分化を示す腫瘍細胞．  
核異型性スコア：1，核分裂像スコア：1，壊死程度スコア：0 
腫瘍基質スコア：1，腫瘍細胞密度スコア：2，総合悪性度スコア：5． 
  72 
 
 
 
OSH，No. 2，Ob＋Pd の複合型，GradeⅡの HE 染色． 
図 73：弱拡の HE 染色．Bar=500μm．腫瘍細胞のシート状増殖．  
図 74：中拡の HE 染色．Bar=100μm．腫瘍性類骨（矢印）の産生．  
図 75：強拡の HE 染色．Bar=50μm．核分裂像（矢印）が散見される．  
核異型性スコア：2，核分裂像スコア：4，壊死程度スコア：2 
腫瘍基質スコア：2，腫瘍細胞密度スコア：2，総合悪性度スコア：12． 
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OSA，No. 11，Ob＋Cb＋Fb，GradeⅡの HE 染色． 
図 76：弱拡の HE 染色．Bar=500μm．腫瘍細胞塊の脈管侵入（矢印）． 
図 77：中拡の HE 染色．Bar=100μm．腫瘍性類骨の産生（矢印）．  
図 78：強拡の HE 染色．Bar=50μm．核分裂像（矢印）が散見される．  
核異型性スコア：3，核分裂像スコア：3，壊死程度スコア：2 
腫瘍基質スコア：3，腫瘍細胞密度スコア：3，総合悪性度スコア：14． 
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OSA，No. 3，Tel＋Pd，GradeⅢの HE 染色． 
図 79：弱拡の HE 染色．Bar=500μm．腫瘍組織の壊死巣（矢印）． 
図 80：中拡の HE 染色．Bar=100μm．腫瘍細胞塊（矢印）の脈管内侵入．  
図 81：強拡の HE 染色．Bar=50μm．核分裂像（矢印）が散見される． 
核異型性スコア：3，核分裂像スコア：4，壊死程度スコア：3 
腫瘍基質スコア：3，腫瘍細胞密度スコア：4，総合悪性度スコア：17．
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図 82：ログランク検定によるイヌの OSH および OSA の生存曲線． 
    生存率は OSA が OSH よりも有意に短くなった（P＜0.05）．
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3–4 考察 
 
 今回，イヌの骨原発 OS は発生部位の違いにより腫瘍の生物学的動態が異な
ることが，臨床的および組織学的に明らかになった． 
 イヌの OSH は OSA よりも有意に生存期間が長く，肺転移率が低い結果とな
り，OSH が OSA よりも良好な予後を示すことが明らかになった．過去の研究
では，イヌの体軸骨格の OS が OSA よりも予後は良好であり，特に下顎骨を含
む頭蓋骨における OS はより良好な生物学的動態を示すことが報告されている
[24, 27, 36, 42, 59, 70, 76, 113, 121]．これらの報告は本研究結果を支持するも
のである． 
 組織学的悪性度法において，総合悪性度スコア，核異型性，壊死程度および
腫瘍基質の程度のスコアは，OSA が OSH よりも有意に高くなった．この結果
は OSH が OSA よりも長い生存期間，低い肺転移率を示し，良好な予後を示し
たという本研究の生存データの解析結果を裏付けるものであり，イヌの骨原発
OS の腫瘍細胞の核異型性，壊死程度，腫瘍基質の程度の組織学的形態の違い
が，OSH と OSA の悪性度の違いに関与していると考えられた．また OSH お
よび OSA において，総合悪性度スコア，核異型性，壊死程度および腫瘍基質
の程度のスコアと生存期間の間に有意な関連性が認められ，総合悪性度スコア，
核異型性および壊死程度と肺転移率のスコアに有意な関連性が認められた．過
去のイヌの骨原発 OS の組織学的悪性度に関する研究において，Kirpensteijn
らや Saam らは，総合悪性度スコアおよび核分裂像が生存期間に関与し，核異
型性，壊死程度，腫瘍基質の程度，腫瘍細胞密度には予後因子としての有用性
はなかったと報告している[56, 101]．また Loukopoulos らは，核分裂像および
壊死程度が予後診断に有用であり，総合悪性度が高くなるに従い肺転移率が高
くなると結論付けている[70]．さらに，Straw らは，組織学的悪性度が高くな
るに従い予後は悪化し，組織学的悪性度と生存期間には有意な関連性があると
報告している[113]．一方，Kruse らは，いずれの組織学的スコアおよび総合悪
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性度スコアも生存期間との関連性はなく，予後診断価値はないと報告している
[61]．本研究において，総合悪性度スコアおよび壊死程度が生存期間に関連し
ているのは，過去の研究と一致しており，組織学的悪性度評価法はイヌの骨原
発 OS の予後を診断する上で有用なツールであることが明らかになった．また
核異型性について，OS の大部分の腫瘍細胞は異型性核を有しているため，核
異型性に予後因子としての有用性はないと報告されているが [70]，本研究にお
ける OS の腫瘍細胞において，核小体の特徴，核の大小不同や不整性などの異
型性は症例により異なっており，核異型性も有用な組織学的予後診断マーカー
になりえると思われた．さらに腫瘍基質の程度について，類骨産生や腫瘍性骨
梁形成などが少ない症例ほど生存期間が短い結果となり，腫瘍細胞の骨芽細胞
への分化度が予後に関連していると考えられた．また組織学的悪性度が高いほ
ど肺転移率も高くなり，核異型性および壊死程度が腫瘍組織の肺への転移に関
与していることが明らかになった．  
 腫瘍細胞の脈管侵入像は，全症例の 12％（3/25）で観察され，肺転移が認め
られた OSA のみで認められた．また脈管侵入像が認められた症例は認められ
なかった症例よりも，有意に生存期間が短く，肺転移率および組織学的悪性度
が高くなった．イヌの骨原発 OS は高頻度に肺転移病変が認められる悪性腫瘍
で，過去の研究では約 70％の症例で腫瘍細胞の脈管侵入像が観察されたという
報告があるが[56, 75]，別の研究では脈管内侵入像は 13％の症例のみで認めら
れたと報告されている[101]．文献により脈管侵入像の頻度に大きな差があり，
今回の研究結果を含めたさらなるデータの蓄積が必要ではあるが，脈管侵入像
が認められた症例がすべて肺転移を伴い，生存期間の短縮が認められたことか
ら，脈管侵入像が核異型性や壊死程度と同様に有用な予後診断マーカーのひと
つであると考えられた． 
 イヌの OSH および OSA において，各組織型と生存期間および肺転移率の間
に関連性は認められなかった．過去の研究では，イヌの骨原発 OS の Fb が比
較的良好な予後を示し，Te は肺転移率が高く悪性の生物学的動態を示すという
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報告がなされている[36, 75]．一方，最近の研究では，本研究と同様に腫瘍の組
織型は生存期間や肺転移率に関連せず，有用な予後因子とはならないことが報
告されている[56, 61]．しかしながら，第一章で明らかにされたように，イヌの
骨原発 OS は多様な組織学的形態を示し，腫瘍組織は複数の組織型で構成され
ているため，予後因子としての組織型分類をより正確に評価するためには，新
しい組織型や複合型を含めた新たな組織型分類法の開発が必要であると考えら
れた． 
 イヌの OSH および OSA において，体重および血清 ALP 値と生存期間に有
意な関連性は認めず，OSH と OSA の間でも体重および血清 ALP 値に有意な
差は認められなかった．体重は OS の予後因子として知られており，体重の増
加や体高の増加は重要な予後因子であることが報告されている[36, 76, 100, 
127]．ALP は骨，肝臓，小腸や胎盤などに多く含まれる酵素であり，これらの
臓器に障害が生じると血液中に漏出する[132]．血清 ALP 値は，イヌの OSA の
生存率と関連性があり，正常よりも高い血清 ALP 値を示すイヌは正常値を示
すイヌよりも予後が悪く，患者の予後診断や治療法を決定する上で有用な予後
因子であることが報告されている[30, 34, 43, 56, 76, 80, 124]．しかしながら，
体軸骨格の OS における血清 ALP 値と予後の関連性について検索した研究は報
告されていない．本研究では，体重および血清 ALP 活性の予後因子としての
有用性は示されず，OSH と OSA の予後の違いにこれらの項目は関連していな
いことが示唆された．  
 イヌの OSH および OSA において，サージカルマージンおよび化学療法の有
無と生存期間および肺転移率の間に関連性は認められなかった．サージカルマ
ージンの評価ついては，局所再発率および生存率の予測因子としての有用性が
報告されている[36]．OS の断脚術は緩和療法であり，痛みを改善することによ
り安楽死を遅らせ，生存期間を延長させる[24, 76]．化学療法は，主な死亡原因
である肺転移に対する補助的全身療法であり，シスプラチン，カルボプラチン，
ドキソルビシンを用いた化学療法と外科手術を組み合わせることで，明らかな
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生存率の改善が報告されている[1, 4, 24, 66, 76, 80, 101, 104, 108, 113, 120]．
またカルボプラチン，ドキソルビシンを用いた単一製剤による治療は，シスプ
ラチンと同程度の効果が期待できる[24, 66, 76, 80]．本研究において，サージ
カルマージンおよび化学療法が予後に反影されなかった理由として，症例数が
限られていたこと，治療開始時の肺転移の有無に関わらず症例を評価したこと
などが考えられた．  
 イヌの OSH は OSA よりも良好な予後を示すことが明らかになり，イヌの骨
原発 OS において予後診断価値が高いとされる組織学的悪性度評価法により裏
付けされる結果となった．特に核異型性，壊死程度，腫瘍基質の程度，脈管侵
入像は予後と強く関連しており，肺転移を予測する上でも重要な組織学的形態
であると考えられた．  
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3-5 小活 
 
 イヌの骨原発 OS において，体重，血清 ALP 値，サージカルマージン，化学
療法の有無，組織型の予後因子としての有用性を評価し，OSH と OSA の間で，
体重，血清 ALP 値，生存期間，肺転移率を比較した．さらに組織学的悪性度
評価法の予後診断マーカーとしての有用性を評価し，OSH と OSA で比較した．
体重，血清 ALP 値，サージカルマージン，化学療法の有無および組織型と生
存期間に有意な関連性は認められず，OSH と OSA の間でも体重および血清
ALP 値に有意な差は認められなかった．またイヌの OSA は OSH よりも有意
に生存期間が短く，肺転移率が高い結果となった．組織学的悪性度は，生存期
間および肺転移率に関連性があり，OSA が OSH よりも有意に高くなった．ま
た腫瘍細胞の脈管侵入像が，肺転移が認められた OSA のみで観察された． 
 本研究により，OSH が OSA よりも良好な生物学的動態動を示すことが明ら
かになり，体重，血清 ALP 活性，サージカルマージン，化学療法および組織
型の予後因子としての有用性は示されなかった．また組織学的悪性度評価法が
イヌの骨原発 OS の有用な予後診断ツールであることが明らかになり，核異型
性，壊死程度，腫瘍基質の程度，脈管侵入像の組織学的形態が OSH と OSA の
予後の違いに関与していることが示唆された．  
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総括 
 
 近年，獣医療の進歩にともない伴侶動物の寿命は伸び，ヒトと同様に腫瘍が
イヌおよびネコの主要な死因の一つとなっており，獣医療においても腫瘍に対
する高度医療が望まれるようになってきた．その中で，獣医病理学は臨床医に
正確な診断情報を提供し，適切な治療を可能にすることで，腫瘍管理において
きわめて重要な役割を果たしている．また様々な腫瘍で組織型や組織学的悪性
度による生物学的動態の違いが示されており[8, 9, 18, 19, 62, 64, 81, 89, 118, 
125, 128]，詳細な組織型分類と正確な組織学的悪性度の分類体系の構築が求め
られている． 
 イヌの骨原発 OS は骨原発腫瘍において最も発生頻度が高く，組織学的形態
や産生される基質に基づいて，組織学的に 6 種類の組織型に下位分類されてい
る[109, 121]．組織型分類や組織学的悪性度と予後との関連性が報告されてい
るが[36, 56, 61, 70, 75, 76, 101, 113]，イヌの骨原発 OS は組織多様性が非常
に強く，組織学的形態による生物学的動態の違いは十分に把握されていない．
また特定の細胞種に特異的に存在する蛋白質である細胞骨格を IHC 染色によ
り検索することは，多彩な組織学的形態を示すイヌの骨原発 OS の組織多様性
を把握する上で，非常に重要かつ有用なツールであると考えられる．  
 本研究では，イヌの骨原発 OS の組織学的形態を発生部位別に詳細に観察し，
予後との関連性を評価するとともに，組織多様性における細胞骨格の発現性を
明らかにした．  
 
1）イヌの骨原発 OS における組織学的および免疫組織化学的多様性  
 近年の分子生物学的技術を含む病理学の進歩にもかかわらず，現在でも光学
顕微鏡による組織評価が最も重要な腫瘍の診断ツールである．イヌの骨原発
OS においても，その組織学的および IHC の特徴を把握することは，腫瘍診断
学的に必要不可欠である． 
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 第一章におけるイヌの骨原発 OS の組織学的検索により，OS が非常に強い
組織多様性を示す腫瘍細胞により構成されること，大部分の腫瘍組織が複数の
組織型を含む複合型に分類されること，区分されていない新たな組織型を示す
腫瘍組織が存在すること，OSH と OSA の間で Ep 以外の各組織型の割合に有
意な差が認められないことが明らかになった．イヌの骨原発 OS は強い組織多
様性を示し複数の組織型が同一腫瘍組織内に混在することは知られているが
[36, 56, 61, 121]，本研究の複合型の割合は過去の研究における割合よりも明ら
かに多い結果となった．本研究結果から，イヌの骨原発 OS の基本的な組織型
である Ob から Cb，Fb，Te などの様々な組織型へ形態を変化させることで，
多様な組織学的形態を示し，その組織多様性には OS の由来が骨髄間葉系幹細
胞であることが関連していると考えられた．また WHO 分類で区分されている
6 種類の組織型に加えて，My，Rc，Ep の 3 種類の組織型が観察された．これ
らの組織型は，ヒトの WHO 分類で区分されている小細胞型や Ep の組織学的
形態と類似しており[51, 98]，各腫瘍組織を特徴付ける組織学的形態を示してお
り，イヌの骨原発 OS においても追加分類されるべき組織型であると考えられ
た．さらに Ep が OSH のみで認められたことには，OSH の母組織である頭部
骨組織の発生学的な起源が上皮性の神経堤細胞であることが関与していると考
えられた． 
 第二章のイヌの骨原発 OS の細胞骨格の発現性の検索では，OS がその組織
学的形態に一致するあるいは一致しない CK，vimentin，α-SMA，desmin，
GFAP および NF の細胞骨格を保持していることが明らかになった．CK の発
現は様々な組織型の腫瘍細胞で確認され，特に Ep の腫瘍細胞で多く観察され
た．また CK 陽性細胞は全て vimentin の共発現を示し，上皮および間葉系両
方の細胞骨格を保持していることが明らかになった．α-SMA，desmin，GFAP
および NF の発現も多様な組織型の腫瘍細胞で確認され，組織学的形態に必ず
しも一致しなかった．これら細胞骨格の発現の多様性は，イヌの骨原発 OS の
組織多様性に関連した腫瘍異質性に起因していると考えられた．また OSH の
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方が OSA よりも有意に強い α-SMA の発現性を示す結果となり，OS の発生部
位の違いがその要因の一つであることが示唆された．ヒトの骨原発 OS におけ
る CK の発現を伴う上皮様 OS の報告はいくつか成されているが[17, 38, 39, 54, 
60, 82, 83, 84, 95]，イヌにおいて，本研究が CK の発現および上皮様形態を示
す骨原発 OS に関する初めての報告である．  
 
2）組織学的悪性度評価法の予後的意義  
 イヌの一部の腫瘍では，組織学的悪性度からその生物学的動態の予測が可能
であり，イヌの骨原発 OS においてもいくつかの組織学的形態を評価する組織
学的悪性度と生存期間との関連性が報告されている[56, 70, 101, 113]．第三章
のイヌの骨原発 OS の組織学的悪性度評価において，組織学的悪性度と生存期
間および肺転移率の間に有意な関連性が認められ，特に核異型性，壊死程度，
腫瘍基質の程度および脈管侵入像の組織学的形態が予後に関連していた．本研
究結果は過去の報告と一致しており，組織学的悪性度評価法はイヌの骨原発
OS の予後を診断する上で有用なツールであり，核異型性，壊死程度，腫瘍基
質の程度，脈管侵入像は特に重要な組織学的形態であると考えられた．  
 イヌの OSH は OSA よりも有意に生存期間が長く，肺転移率が低い結果とな
り，OSH がより良好な予後を示すことが明らかになった．過去の研究において
も，イヌの体軸骨格の OS が OSA よりも予後は良好であり，特に下顎骨を含む
OSH はより良好な予後を示すことが報告されており[24, 27, 36, 42, 59, 70, 76, 
113, 121]，これらの報告は本研究結果を支持するものである．また組織学的悪
性度において，OSA が OSH よりも有意に高くなった．この結果は OSH が OSA
よりも良好な予後を示すという本研究の生存データを裏付けするものであり，
腫瘍組織の組織学的形態が OSH と OSA の予後の違いに関与し，発生部位によ
り OS の生物学的動態が異なることが，臨床的および組織学的に明らかになっ
た． 
 イヌの OSH および OSA において，各組織型と生存期間および肺転移率の間
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に関連性は認められず，腫瘍の臨床的な生物学的動態は組織多様性に関与しな
いことが示唆された．過去の研究では，組織型の違いによる生物学的動態は様々
で，予後診断ツールとしての組織型分類法は十分に確立されていない [36, 56, 
61, 75]．イヌの骨原発 OS の予後因子としての組織型分類をより正確に評価す
るためには，さらなるデータの蓄積と新しい組織型や複合型を含む新たな組織
型分類の開発が必要であると考えられた． 
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